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Blutgasanalysen. IX. 
Narkose und kolloidale Ladung. 


Von 
Klothilde Meier und W. Krénig. 


(Aus der medizinischen Poliklinik der Universitat Halle a. S.) 
(Hingegangen am 5. April 1921.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Das Problem der Narkose kann bis heute noch nicht als 
gelést betrachtet werden, trotzdem namhafte Forscher sich damit 
befaBt haben und verschiedene Theorien zu seiner Erklirung auf- 
gestellt worden sind. 

Wahrend die Lipoidtheorie mit dem Hinweis auf die Lipoid- 
léslichkeit der Narkotica und den Parallelismus zwischen Wirk- 
samkeit und Teilungskoeffizienten nicht mehr als die Ursache 
der Aufnahme dieser Stoffe in die Zelle verstindlich macht, dringt 
die Haftdrucktheorie etwas tiefer, durch die Betonung der mit 
der Aufnahme der Narkotica in die Zelle verbundenen ver- 
anderten Zellfunktion, auf die eine Erklarung der Narkose not- 
wendigerweise hinauslaufen mu8. Zunichst befaBt sie sich ebenso 
wie die Lipoidtheorie auch nur mit der Aufnahme der Narkotica, 
allerdings unter einem verinderten Gesichtspunkt. Als der 
wirksame Faktor gilt hier die Oberflichenaktivitat der Narkotica, 
die mit der Wirksamkeit parallel geht, und zu der im umgekehrten 
Verhaltnis der Haftdruck der Stoffe an Wasser steht. Nach 
Traube?) begiinstigt das Bestreben die Grenzflachenspannung zu 
vermindern, die Aggregierung der Teilchen und die Verringerung 
der Léslichkeit derselben. Der Zustand der Oberfliche aber, an 
die die Anreicherung capillaraktiver Stoffe erfolgt, ist, soweit es 
sich um Zellen handelt, stets ein kolloidaler. Auch das Haupt- 


1) I. Traube, diese Zeitschr. 54, 305. 1913. 
,. Biochemische Zeitschrift Band 119. 1 
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lipoid in den Zellen, das Lecithin, ist ein Kolloid. Die kolloid- 
chemische Seite der Frage der Narkose ist damit in den Vorder- 
grund geriickt, und man kann daher, worauf Héber!) hinwies, 
von einer Kolloidtheorie der Narkose sprechen. Er definiert die 
Narkose als Hemmung gewisser Kolloidzustandsinderungen, die 
mit der Erregung einhergehen. Welche Erscheinungen gehen aber 
mit der Erregung einher? Nach dem Nernstschen Erregungsgesetz 
ist sie abhangig von Potentialdifferenzen, die ihren Sitz an den 
Membranen der Zelle haben und die bei Durchleitung eines 
Stromes erzeugt werden als Folge von Anderungen der Salz- 
konzentrationen. Andererseits kénnen Verainderungen der Salz- 
konzentrationen selbst die Veranlassung zur Entstehung von 
Strémen werden, die mit der natiirlichen Erregung in Zusammen- 
hang stehen. Auf diese Weise entstandene elektrische Spannungs- 
unterschiede kénnen nach der Membrantheorie auch an der 
Oberfliche der ruhenden Zelle vorhanden sein. Soll also die 
Narkose die Erregungsvorginge in der Zelle verhindern, so muB 
sie imstande sein auf die Ionenkonzentrationen und damit auf 
die elektrischen Verhiltnisse der Zelle einzuwirken. 

J. Loeb und R. Beutner*) fanden denn auch, daB durch den Zusatz 
verschiedener Anaesthetica wie Alkohol und Ather zu einer wisserigen 
Lésung die Potentialdifferenz an der Grenzfliche von lebenden Zellen 
herabgesetzt wird. Diese Beeinflussung der elektromotorischen Kraft ist 
eine reversible. Allerdings liegen die zur Verwendung gekommenen Kon- 
zentrationen hoher als die fiir die Narkose erforderlichen, Auch F. Verzar’*) 
findet durch Narkotica eine Abnahme der Polarisierbarkeit am narkoti- 
sierten Nerven. 

Man kann nicht nur durch derartige elektrometrische Unter- 
suchungen, sondern auch auf anderem Wege zu dem Nachweis 
gelangen, daB die Narkotica fiir die elektrischen Verhiltnisse 
der Zelle von wesentlichem EinfluBe sind. Aus der bekannten 
Fahigkeit der Alkohole Eiwei8 zu fallen wird uns die Wirkung 
erkennbar, die oberflichenaktive Stoffe auf die Verminderung der 
Dispersitit von Kolloiden haben. 

Nach Versuchen von Batelli und Stern‘) geht dieser Fallung durch 
die Narkotica, die die Autoren besonders an Nucleoproteiden beobachtet 

1) R. Héber, Arch. f. d. ges. Physiol. 120, 492. 1907 und Physikalische 
Chemie der Zelle und der Gewebe. Leipzig und Berlin 1914. 

2) J. Loeb und R. Beutner, diese Zeitschr. 51, 288. 1913. 

8) F. Verzar, diese Zeitschr. 107, 98. 1920. 

4) F. Batelli und 8. Stern, diese Zeitschr. 52, 226. 1913. 
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haben, ein Einflu8 auf fermentative Prozesse parallel im Sinne einer Hem- 
mung der Fermentwirkung, die von ihnen weniger als Lipoidwirkung, denn 
als Wirkung auf die unléslichen Proteinkérper aufgefaBt wurde. Zu gleichen 
Versuchsergebnissen gelangten auch Warburg und Wiesel’). Mit Ver- 
wendung derselben Konzentrationen capillaraktiver Stoffe, wie sie die 
erwahnten Autoren benutzt haben, fanden Fiihner und Neubauer?) das 
Auftreten von Himolyse von Rinderblutkérperchen, die in einer physiolo- 
gischen Kochsalzlésung mit Zusatz der betreffenden Narkotica suspendiert 
waren. Nach Michaelis und Rona®) liegt aber das Flockungsoptimum 
vieler Eiwei8kérper z. B. auch der Nucleoproteide im isoelektrischen Punkt. 
Auch die Himolyse der roten Blutkérperchen erfolgt nach Michaelis 
und Takahashi‘) dadurch, daB bei isoelektrischer Reaktion die Plasma- 
hautkolloide eine starke Flockungstendenz zeigen und dadurch den Austritt 
des Himoglobins erméglichen. Die Neigung zum Ausfallen erklart 
Freundlich durch den Verlust der abstofenden Kraft, die in der gleichen 
Potentialdifferenz der einzelnen Teilchen liegt und die die Aneinander- 
lagerung derselben verhindert. 

Also auch nach diesen Versuchen kommt den Narkotica die Fahigkeit 
zu, auf die Ladung von Kolloiden einzuwirken. Allerdings liegen die Kon- 
zentrationen, in denen diese Wirkung erzielt wurde, bedeutend héher als 
die Grenzkonzentration der narkotischen Wirksamkeit. Winterstein®) 
betont deshalb, daB diese Wirkung zur Erklirung der Narkose nicht heran- 
gezogen werden diirfte. 


In den von uns ausgefiihrten Versuchen iiber die Wirkung 
oberflachenaktiver Stoffe auf die kolloidale Ladung haben wir 
daher durchweg Konzentrationen verwendet, die unterhalb dieser 
toxisch wirksamen liegen. 

Die Versuchsanordnung war folgende: ‘Es wurde mensch- 
liches Blut durch Venenpunktion entnommen und durch De- 
fibrinieren ungerinnbar gemacht, hierauf zentrifugiert und das 
Serum abpipettiert. Mit physiologischer Kochsalzlésung, der die 
Narkotica in der jeweils gewiinschten Konzentration zugesetzt 
waren, wurde das Blut mehrmals gewaschen und damit auch der 
Rest von Serum entfernt. Ein Verfliichtigen der Narkotica 
wurde durch sorgfiltiges VerschlieBen der Glaser zu verhindern 
gesucht. Das so vorbehandelte Blut wurde dann mit CO, titriert 


1) O. Warburg und Wiesel, Arch. f. d. ges. Physiol. 144, 465. 1912. 

*) H. Fiihner und E. Neubauer, Arch. f. experim. Pathol. u. 
Pharmakol. 56, 333. 1907. 

3) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 27, 38. 1910 und 28, 193. 
1910. 

4) Michaelis und Takahashi, diese Zeitschr. 29, 439. 1910. 

5) H. Winterstein, Die Narkose. Berlin 1919. 
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und dadurch, wie in den Versuchen von Straub und Meier’), 
eine Kohlensaéurebindungskurve gewonnen. Gepriift wurde die 
Wirkung von Methylurethan, Athylurethan und Athylalkohol. 

Werden die Blutkérperchen in reiner physiologischer Koch- 
salzlésung suspendiert, so steigt die Kurve erst in flachem Bogen 
an, bis die Wasserstoffzahl py = 6,67 erreicht ist. In diesem 
Punkt sind die Plasmahautkolloide véllig entladen und es erfolgt 
eine plétzliche Mehraufnahme von CO, und zwar pro Mol-Hamo- 
globin ein Mol-CO,, eine Mehraufnahme, die sich in der Kohlen- 
siurebindungskurve in einem Knick duBert. Ist diese Bindung 
erfolgt, dann wird nur mehr so viel CO, noch aufgenommen, 
als dem physikalischen Absorptionsvermégen entspricht. Die 
Kurve verlauft dann in einer leicht ansteigenden geraden Linie. 
Durch Zusatz verschiedener Kationen wird eine Verschiebung 
der Entladung gefunden, die in hohem Grade abhangig ist von 
der Art der Kationen und der verwendeten Konzentration. In 
Versuchen mit Alkalien bekamen Straub und Meier?) das Auf- 
treten der Entladung bei einer geringeren Wasserstoffzahl, also 
eine Verschiebung des Knicks nach der basischen Seite. Bei dem 
Zusatz von Erdalkalien*) erhielten sie in schwacheren Konzen- 
trationen eine gleichsinnige Wirkung wie bei den Alkalien, wenn 
auch in geringerem Mae, und mit steigender Konzentration eine 
antagonistische Wirkung mit Verschiebung des Knicks nach der 
Seite der héheren Wasserstoffionenkonzentration. 


I. Methylurethan. 


Setzt man zu der physiologischen Kochsalzlésung, die zum Waschen 
verwendet wird, ganz kleine Mengen von Methylurethan (Merck), so beob- 
achtet man keine Abweichung vom gewohnlichen Verlauf der Bindungs- 
kurve. Es tritt also bei einer 0,00004 molaren Lésung der Knick auf bei der 
Wasserstoffzahl p, = 6,67; 6,68; 6,69; 6,65. Diese Konzentration erweist 
sich also als unwirksam. Bei Uberschreitung einer bestimmten Mindest- 
konzentration, gewissermaBen eines ,,Schwellenwertes“, wird eine Beein- 
flussung der Entladung nachweisbar. Bei Zusatz von 0,0001 Mol-Methy]l- 
urethan tritt der Knick auf bei p, = 6,79; 6,74; 6,77; 6,74; 6,77. Ungefahr 
dieselbe Lage des Knickes zeigt die 0,001 molare Lésung bei p, = 6,75; 6,75. 
Mit dem weiteren Ansteigen der Konzentration auf 0,01 Mol erscheint der 
Knick noch frither: bei p, = 6,90. Bei der Konzentration 0,02 Mol und 





1) H. Straub und KI. Meier, diese Zeitschr. 89, 156. 1918. 
2) H. Straub und KI. Meier, diese Zeitschr. 98, 228. 1919. 
3) H. Straub und KI. Meier, diese Zeitschr. 109, 47. 1920. 
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0,03 Mol wird die maximale Linksverschiebung erreicht mit der Wasser- 
stoffzahl p, = 6,95; 6,96 bzw. 6,94; 6,92; 6,96; 6,97. Eine weitere Zu- 
nahme der Konzentration des Methylurethans in der Waschfliissigkeit ist 
nicht mehr imstande, die Entladung noch mehr zu begiinstigen. Sie hat 
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Abb. 1. Kohlensdiurebindungskurven von Blutkérperchensuspensionen in physiologischer 
Kochsalzlésung mit Zusatz von Methylurethan. Abszisse: Partiardruck der Kohlensdure 
in mm Hg. Ordinate: Kohlenséurekapazitét in Volumprozenten. Schraffiertes Dreieck 
am Unterrande: physikalisch absorbierte Kohlenséure. Die von der linken unteren Ecke 
ausgehenden Kurven verbinden Punkte gleicher Wasserstoffzahl. 
. e Tabellen Nr. 1. Methylurethan 0,00004 Mol. 
+-----+ Tabellen Nr. 2. Methylurethan 0,0001 Mol. 
. {*) Tabellen Nr. 4. Methylurethan 0,01 Mol. 
O—-+—DO Tabelien Nr. 5. Methylurethan 0,02 Mol. 


vielmehr zur Folge, daB der Knick wieder in geringem MaBe nach rechts 
verlagert wird. Er tritt bei einer 0,04 molaren Lésung auf bei p, = 6,82; 
6,81; 6,81. Noch gréBere Konzentrationen zeigen sich wieder ohne Einflu8 
auf die Lage des Knickes. In vier Versuchen mit 0,2; 0,3; 0,4 und 0,6 mo- 
larer Lésung tritt er bei pq = 6,67 auf. Der Verlauf der Kurven ist zu 
ersehen aus der beigegebenen Abb. 1. Vgl. die Versuchsprotokolle in Ta- 
belle I—XII. 


Ii. Athylurethan. 


Bei dem Zusatz von 0,00004 Mol-Athylurethan (Merck) zu der Wasch- 
fliissigkeit fanden wir diese Konzentration ebenso wie bei Methylurethan 
unwirksam. Der erhaltene Knick ist wieder der Kochsalzknick bei 
Pu = 6,65; 6,64. Steigerung der zugesetzten Menge von Narkoticum auf 
0,0001 Mol ruft die Entladung bei p, = 6,70; 6,71; 6,69; 6,69 hervor, 
also eine weniger starke Wirkung wie dieselbe Konzentration von Methyl- 
urethan. Eine 0,0002 molare Athylurethanlésung verschiebt den Knick 
bis zu py = 6,89; 6,89; 6,90. Mit der Konzentration von 0,01 Mol wird 
die maximale Linksverschiebung erreicht bei py, = 6,89; 6,92; 6,90. Wei- 
teres Ansteigen der Konzentration fiihrt zu einer analogen Erscheinung 
wie beim Methylurethan: der Knick in der Kurve zeigt sich wieder bei 
einer hédheren Wasserstoffionenkonzentration; bei einer 0,03 molaren 
Lésung tritt er auf bei py = 6,76; 6,77; 6,78; 6,78. In einem weiteren 
Versuch mit Verwendung einer 0,2 molaren Lésung lagen die entsprechen- 
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den Werte bei p, = 6,77; 6,77; 6,80. Die Konzentration 0,5 Mol la8t den 
Knick wieder unbeeinflu8t: p, = 6,67; 6,68; 6,66; 6,67. Dasselbe Ergebnis 
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Abb. 2. Kohlenséiurebindungskurven von Blutkérperch pensionen in physiologischer 
Kochsalzlésung mit Zusatz von Athylurethan. Erkldrung wie Abb. 1. 
+-----+ Tabellen Nr. 17. Athylurethan 0,01 Mol. 
O—-+—O Tabellen Nr. 18. Athylurethan 0,08 Mol. 
° ——e Tabellen Nr. 20. Athylurethan 0,5 Mol. 








hat die Verwendung einer 0,8 molaren Lésung: p, = 6,65; 6,66; 6,65 
Vgl. den Verlauf der betreffenden Kurven in Abb. 2 und die Versuchs- 
protokolle in den Tabellen XII—XXI. 


I. Athylalkohol. 


Der verwendete Athylalkohol hatte 96,33 Gewichtsprozent. Sein 
spez. Gewicht war 0,8047. In einer Konzentration von 0,00035 Mol war 
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Abb. 8. Kohlensdurebindungskurven von Blutkérper p in physiologischer 
Kochsalzlésung mit Zusatz von Athylalkohol. Erklérung wie Abb. 1. 
° e Tabellen Nr. 22. Athylalkohol 0,00085 Mol. 
+-----+ Tabellen Nr. 25. Athylalkohol 0,0087 Mol. 
O—-+—O Tabellen Nr. 81. Athylalkoho! .1,39 Mol. 





er wieder unwirksam. Der Knick trat also auf bei pz = 6,67; 6,67; 6,65. 
In weiteren Versuchsreihen wurde mit Steigerung der Konzentration der 
Knick wieder nach links verschoben. Bei einer 0,00087 molaren Lésung 
erfolgte die Entladung bei pg = 6,72; 6,82; 6,79; 6,79. Eine 0,0017 molare 
Lésung zeigte stirkere Wirksamkeit: Knick bei py = 6,80. Zwei weitere 
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Konzentrationen von 0,0087 Mol und 0,017 Mol bedingten den Knick 
bei py = 6,85; 6,85; 6,88 bzw. 6,85; 6,84; 6,85. Dies ist die maximale 
Beeinflussung der Entladung, die wir vom Athylalkohol erhielten. Mit 
Zunahme der Konzentration nimmt die Wirkung wieder ab. Die Kon- 
zentrationen 0,087 Mol, 0,52 Mol und 0,87 Mol wiesen keine Verschieden- 
heit der Wirkung auf. Der Knick trat auf bei p, = 6,81. In einem Ver- 
such mit noch gréBerer Alkoholmenge, naimlich einer 1,39 molaren Lésung 
ergaben die im Knick liegenden Punkte die Werte p, = 6,72; 6,73. Kon- 
zentrationen von 1,74 und 2,62 Mol blieben wieder auf die Lage des Knickes 
ohne Einflu8. Er lag bei p, = 6,67. Siehe Abb. 3 und Tabellen XXI 
bis XXXII. 

Wir haben also bei den von uns verwendeten Narkotica, dem 
Methylurethan, Athylurethan und Athylalkohol eine gleichsinnige 
Beeinflussung der Entladung der Plasmahautkolloide bei der 
Titration mit Kohlensiure gefunden. Sie wirken begiinstigend 
auf die Entladung in mittleren Konzentrationen, wihrend ganz 
kleine und ganz groBe Dosen unwirksam bleiben. AuBerhalb der 
Breite der wirksamen Konzentrationen erhielten wir den Knick 
bei derselben Wasserstoffzahl, bei der wir ihn beim Waschen der 
Blutkérperchen mit physiologischer Kochsalzlésung bekommen, 
ohne irgendwelchen Zusatz. Die maximal wirksamen Dosen sind 
bei den verschiedenen Narkotica verschieden, namlich: bei dem 
Methylurethan eine 0,02 molare Lésung, beim Athylurethan 
0,01 Mol und beim Athylalkohol 0,017 Mol. AuBerdem geht 
auch die maximale Verschiebung des Knicks bei den einzelnen 
Stoffen nicht gleich weit; beim Methylurethan bis pg = 6,95, 
beim Athylurethan bis py = 6,90 und beim Athylalkohol bis 
Pu = 6,85. Da wir allerdings an den entscheidenden Punkten 
keine kleineren Abstufungen der Konzentration als 0,01 Mol 
durchgepriift haben, so besteht die Méglichkeit, daB die maximal 
wirksame Konzentration sich noch um Bruchteile von 0,01 und 
damit auch der Knick sich um einen entsprechenden Betrag 
verschieben wiirde. Die von uns verwendeten Konzentrationen 
fallen mit denen zusammen, die von Fiihner und anderen Au- 
toren als narkotische bezeichnet werden. Allerdings sind die 
Dosen der maximalen Wirkung bei uns durchwegs etwas kleiner 
als die bei diesen Autoren angegebenen Werte. Es mag dies 
darauf zuriickzufiihren sein, daB unsere physikalische Methode 
mit Priifung der Kohlensiéurebindung vor der biologischen mit 
Beobachtung der Zellfunktion, die bei den erwahnten Arbeiten 
angewandt wurde, den Vorzug einer gréBeren Empfindlichkeit 
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des MaBstabes voraus hat. Andererseits fehlt bei uns die Kon- 
trolle der narkotischen Wirkung durch diese Beobachtung der 
Funktionsstérung. Wir kénnen aber einen Riickschlu8 darauf 
durch die Analogie mit den Ergebnissen jener Arbeiten ziehen, 
denn die von uns verwendeten Konzentrationen entsprechen im 
allgemeinen den dort als wirksam befundenen. 

Es besteht indes noch die Schwierigkeit, den Mechanismus 
der Wirkung zu erkliiren. An der Spitze steht die Frage, wie 
capillaraktive Stoffe iiberhaupt auf die Ladung von Kolloiden 
einzuwirken vermégen. 

Nach Freundlich und Rona*) kann diese Beeinflussung nur eine 
indirekte sein. Sie wire denkbar auf zweierlei Weise. Entweder kénnte 
durch die Narkotica eine Verdringung von Elektrolyten aus der Ober- 
fliche stattfinden. Es wiirden also Ionen, die geeignet sind, die Entladung 
der Zelle zu begiinstigen, abgedriingt werden. Die Folge davon miiBte 
aber eine Verzégerung oder Verhinderung der Entladung sein. Diese Még- 
lichkeit haben Freundlich und Rona daher selbst schon abgelehnt. Oder 
aber die Narkotica entfalten einen Wirkungsmechanismus, den Freund- 
lich und Rona als Sensibilisierung bezeichnet haben. Ihre Vorstellung 
dariiber geht von der von Wo. Ostwald geiuBerten Tatsache aus, daB 
die Nichtelektrolyte die Dielektrizitétskonstante eines Dispersionsmittels 
verindern kénnen. Die Dielektrizitétskonstante der Narkotica ist be- 
deutend kleiner als die des Wassers. Werden nun aber diese Stoffe in eine 
Oberfliche aufgenommen, so miissen sie die Dielektrizititskonstante 
derselben herabsetzen. Mit dieser Verringerung der Dielektrizitatskonstante 
nimmt die Kapazitét und damit die Ladung der Kolloide ab. Die Ent- 
ladung, die erst durch andere noch in der Lésung vorhandene Ionen erfolgt, 
mu8 dadurch begiinstigt werden. In gleicher Weise wie Freundlich 
und Rona erklirt auch Labes*) die Wirkung der Nichtelektrolyte auf 
die Ladung der Kolloide durch Sensibilisierung. Er fand bei seinen Ver- 
suchen iiber die Flockung von denaturiertem EiweifB in Gegenwart von 
Narkotica keine Verschiebung, sondern eine Verbreiterung der Flockungs- 
zone. Diese Verbreiterung soll mit steigender Konzentration zunehmen. 


Gegen die Auffassung einer sensibilisierenden Wirkung der 
Narkotica sprechen unsere Versuche. Wir fanden ja, da8 das 
die Entladung begiinstigende Prinzip nur bis zu einer gewissen 
Konzentration zunimmt. Nach Uberschreiten dieser optimalen 
Konzentration nimmt dieses Prinzip an Wirksamkeit wieder ab, 
bis es schlieBlich seinen Einflu8 véllig verliert. Von einer Sen- 
sibilisierung im Sinne von Freundlich und Rona kann also 


1) Freundlich und Rona, diese Zeitschr. 81, 87. 1917. 
*) R. Labes, Arch. f. d. ges. Physiol. 186, 98. 1921. 
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hier nicht die Rede sein, denn diese miiBte mit steigender Kon- 
zentration zunehmen. Ebenso konnte die von Labes angegebene 
Verbreiterung der Zone, in der die Kolloide keine Ladung zeigen, 
in unseren Versuchen nicht festgestellt werden. Sie miiBte darin 
zum Ausdruck kommen, da8 unser Knick verschiedene Linien 
gleicher Wasserstoffzahl schneidet. Das trifft aber nicht zu. Die 
im Knick liegenden Werte folgen vielmehr genau der Linie einer 
Wasserstoffzahl. Unsere Auffassung wird auch unterstiitzt durch 
Versuche von Kruyt und van Duin). Sie untersuchten in 
Gegenwart von Nichtelektrolyten (Amylalkohol und Phenol) die 
koagulierende Wirkung verschiedener Kationen auf das As,S,-Sol. 
Dabei fanden sie daB bei Anwesenheit jener Stoffe der Fallungs- 
wert von ein- und dreiwertigen Kationen erniedrigty der von 
zwei- und vierwertigen erhéht wurde. Auch wir haben bei den 
Narkotica eine gleichsinnige Beeinflussung der Entladung von 
hydrophilen Kolloiden gefunden, wie sie Straub und Meier bei 
den ein- und dreiwertigen*?) Kationen beobachtet haben und eine 
der Wirkung der zweiwertigen antagonistische. Diesen Parallelis- 
mus zwischen der Wirkung eines Narkoticums und der eines 
Elementes der Alkaligruppe fand auch Zondek?) in Versuchen 
am Froschherzen mit Verwendung von Kalium und Chloral- 
hydrat. Nach seinen Untersuchungen kénnen die Kaliumionen- 
den EinfluB des Chloralhydrates verstiirken. Der erwaihnte Anta- 
gonismus zu den Erdalkalien geht auch aus den Arbeiten von 
Héber und Gordon‘) hervor, die zeigten, daB die fillende 
Wirkung der Barium- und Calciumsalze auf Lecithin durch Nar- 
kotica gehemmt werden kann. Dagegen sollen nach anderen 
Autoren die Calciumsalze in kleinen Dosen ahnliche Wirkung 
haben wie die Narkotica. Auch Straub und Meier haben bei 
kleinen Konzentrationen der Erdalkalien zunichst eine Be- 
giinstigung der Entladung gefunden. Die Wirkung der Erd- 
alkalien in kleinen Dosen und der Narkotica kann also auch 
nach diesen Versuchen als gleichartig betrachtet werden. 

Die Erklarung dafiir, wie die Narkotica auf die Ladungs- 


1) Kruyt und van Duin, zit. nach Freundlich und Rona. 

2) H. Straub und KI. Meier, diese Zeitschr. 111, 45. 1920. 

3) Zondek, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 87, 342. 1920. 
*) R. Héber und Gordon, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 432. 
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verhaltnisse der Kolloide einzuwirken vermégen, ist also noch 
eine unbefriedigende. Auch unsere bisherigen Versuche vermégen 
noch keine Klarheit zu geben. 


Zusammenfassung. 

Der Zusatz von Narkotica zu der physiologischen Kochsalz- 
lésung, in der rote Blutkérperchen suspendiert sind, fiihrt zu einer 
Begiinstigung der Entladung der Plasmahautkolloide der Blut- 
kérperchen. Dies wird nachgewiesen aus der Kohlensdurebin- 
dungskurve, die durch Titration mit Kohlensiure gewonnen wird. 

Bei Verwendung reiner physiologischer Kochsalzlésung er- 
folgt die Entladung bei py = 6,67. Der Zusatz von Methyl- 
urethan bat in optimaler Konzentration eine Verschiebung der 
Entladung bis py = 6,95 zur Folge, bei Athylurethan bis 
Pu = 6,90, bei Athylalkohol bis pq = 6,85. 

Diese Wirkung tritt auf in denselben Konzentrationen, wie 
sie fiir das Zustandekommen einer narkotischen Wirkung erforder- 
lich sind. 


Versuchsprotokolle. 
I. Methylurethan. 


1. Abb. 1. Kurve 1. Punkte, ausgezogene Kurve. 
Methylurethan 0,00004 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 











CO,-Spannung. .... 40,2 84,2 138,9 144.9 155,8 1655,8 
CU,-Kapazitit. .... 26,2 33,9 36,1 46,0 49,2 48,1 
29,6 
Bik iis: Soe eee 7,06 6,80 6,67 6,68 6,69 6,65 
Knick 


2. Abb. 2. Kurve 2; stehende Kreuze, gestrichelte Kurve. 
Methylurethan 0,0001 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 

















CO,-Spannung..... 38,0 77,8 1000 122,4 1244 180,2 
CO,-Kapazitat..... 28 30,5 398 47,8 49,1 60,8 
26,2 45,1 
ie as ge es ere cee 7,05 6,80 6,79 6,77 6,77 6,67 
7,08 6,74 
Knick 
3. Methylurethan 0,001 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CR sie ae er eee ta 54,3 91,0 1340 162,0 
CO,-Kapazitét. ..... EEG eee eT 28,7 34,1 51,1 62,9 
33,1 48,8 
ea Re te Ce RE ee 6,95 6,76 6,75 6,67 
6,71 —— 6,64 


Knick 
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4. Abb. 1. Kurve 3. Quadrate, punktierte Kurve. 
Methylurethan 0,01 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 








CO,-Spannung. . . . 42,1 87,5 1046 1262 144.9 163,0 
CO,-Kapazitat.... 25,7 44,7 53,5 61,6 63,9 63,2 
27,1 59,5 
ead 6 ees 7,02 6,90 6,90 6,87 6,81 6,76 
——— — 
7,05 Knick 6,78 


5. Abb. 1. Kurve 4. Ringe, ausgezogene Kurve mit Punkten. 
Methylurethan 0,02 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 


























OO, Spam. . 2. s +.0% 40,8 73,7 90,9 1164 155,9 
OO,-Kapazitat........ 25,5 400 53,2 57,5 69,1 
21,7 
ga ae te alia Mi 7,04 695 696 6,88 6,74 
6,97 Knick 

6. Methylurethan 0,03 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,Spannung........ 61,9 69,7 74,2 135,5 158,1 
Guanes. se ee 32,7 35,8 42,4 43,9 47,3 

43,4 

ee "> oa 694 692 696 668 6,63 

6,97 
Knick. 

7. Methylurethan 0,04 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,-Spannung........ 31,9 73,0 95,2 106,0 198,8 
COpmageeh. 600 218 304 39,0 45,8 64,2 

22,5 

MOS oe ee «G6 Tee 7,09 682 681 6.81 6,67 

ad Knick. 


8. Methylurethan 0,2 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,-Spannung. 16,9 40,1 85,0 1140 160,5 166,1 221,0 
CO,-Kapazitat. 18,1 27,1 334 37,8 40,6 42,3 47,2 








19,5 30,0 36,3 42,5 
-:... al 1 6 60 666 666 G44 
7,33 6,74 6,67 6,55 
Knick. 


9. Methylurethan 0,3 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,-Spannung. 29,2 82,0 1049 120.2 1224 1445 186,7 
CO,-Kapazitét . 15,3 29,8 32,1 36,6 36,9 41,2 44,1 











13,9 43,0 
—...: oe on Cn Ce oe) | Ge 
6,92 6,49 


Knick. 
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10. Methylurethan 0,4 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,-Spannung. . . . 66,1 88,0 1226 1465 1545 1966 
CO,-Kapazitét. . . . 28,9 34,8 39,3 45,3 45,5 §1,1 























30,4 39,2 47,2 44,9 48,7 

ee yao: oa 6,84 6,79 667 663 662 6,64 

6,78 6,67 6,67 6,61 6,52 
———_ er 
Knick. 

11. Methylurethan 0,4 Mol NaCl .0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,-Spannung........ 19,2 67,4 1220 134,8 171,3 
CO,-Kapazitat........ 146 268 363 41,4 41,8 

14,3 33,4 44,1 

avs oe 6 ao 7,16 681 664 «4665 6,61 

7,15 6,60 6,68 
aseiaL aan 
Knick. 

12. Methylurethan 0,6 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,Spannung....... . 29,4 99,0 132,6 1496 172.7 
CO,-Kapazitat........ 28,8 40,5 452 50,6 63,0 

41,9 
Dina OS 0 oh we 4 es 7,24 6,80 6,70 6,69 6,64 
6,67 
Knick.. 


It. Athylurethan. 
13. Athylurethan 0,00004 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 























CO,-Spannung. ....... 41,7 986 1454 1521 231,9 
CO,-Kapazitéit. ....... 29,3 37,7 44,5 45,9 65,5 
44,6 
ie Poe ee one ea 7,08 677 665 664 6,68 
6,65 
ee 
Knick. 
14. Athylurethan 0,0001 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,Spannung........ 43,1 78,1 111,56 1365 1446 
CO,-Kapazitat........ 27,7 +350 31% «43,8 48,9 
26,4 31,3 45,0 

RS oe ay ear ote ee ea 7,04 6,85 6,70 6,71 6,69 
7,02 6,80 6,69 
Knick. 

15. Athylurethan 0,0002 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,Spannung........ 18,5 57,1 88,3 125,4 187,3 
GO,-Kapazitit........ 19,3 263 45,0 61,4 60,9 

44,2 
~Sh RR a O aE AB 7,28 689 689 6,97 6,67 
6,90 
—_ 
Knick. 
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16. Athylurethan 0,001 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 com. af 
CO,Spannung........ 30,0 63,1 75,7 87,5 142,2 ef 
CO,-Kapasitét........ 21,8 28,4 35,9 42,1 57,0 a 
19,5 . 
a the, @ wid «oe 7,11 688 689 689 6,77 ; 
7196 Knick. 


oa Rat ae aa 


17. Abb. 2. Kurve 1. Kreuze, gestrichelte Kurve. 
Athylurethan 0,01 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 com. 
CO,-Spannung. ... 41,2 64,6 80,2 1095 127,1, 167,5 
CO,-Kapazitat. ... 27,2 304 41,9 568 57,0 58,6 






























ee Ss Fs o8 7,06 689 692 690 683 6,70 | 
Knick. q 
18.°Abb. 2. Kurve 2. Ringe, ausgezogene Kurve mit Punkten. ‘ i 
Athylurethan 0,03 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 cem. if 
CO,Spannung. .. . 43,5 1106 11,5 1163 124,7 180,1 sy 
CO,-Kapazitat. . . . 28,7 422 43,5 46,7 50,5 53,7 - 
pte rete ks 1 6h Ge Ge Cu «e | 
Knick. 


19. Athylurethan 0,2 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,-Spannung. . . . 40,8 75,5 100.0 120,1 1420 204,4 
CO,-Kapazitét. . . . 24,3 32,5 41,0 47,0 53,6 55,7 

38,3 
ie 66 6 Wie g 7,01 6,84 6,80 6,77 6,74 6,56 
6,77 
—_ —_——— 
Knick. 

20. Abb. 2. Kurve 3. Punkte, ausgezogene Kurve. 

Athylurethan 0,5 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,-Spannung. 45,9 93,3 120,6 141,88 147,7 1686 215,1 
CO,-Kapazitat . 23,9 36,6 38,9 47,8 47,0 53,0 53,7 











PALES EATERS METERS JES SERIO BL Ri Oa 
Te Cee MEE ore ree geet ans 














32,0 36,0 
Py... 603 678 667 668 666 665 6,02 
6,73 6,64 +. 
Knick. 4 
21. Athylurethan 0,8 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,Spannung........ 41,7 90,2 1206 140,0 180, 
CO,Kapazitit........ 23,0 342 368 42,9 51,0 
23,8 34,3 35,1 41,9 47,0 
Bees . hee eh 6,98 6,77 665 665 6,00 
6,99 6,77 6,63 6,66 6,55 
tcaneinaemat 


Knick. 
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Ii, Athylalkohol. 
22. Abb. 3. Kurve 1. Punkte, ausgezogene Kurve. 
Athylalkohol 0,00035 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 


















































CO,Spannung........ 39,7 90,7 142.2 159,4 1863 
CO,-Kapazitét........ 24,8 33,8 45,7 51,7 59,7 
52,3 
~ garam i aia ci 6,94 6,77 ° 66% 661 6,65 
6,67 
Knick. 

23. Athylalkohol 0,00087 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 com. 
CO,Spannung. .....,-. 42,9 82,3 96,2 116,3 201,2 
OO,-Kapesitit........ 19,3. 30,0 41,0 48,0 58,0 

47,3 
a se Puede ate re aca. op 687 616 682 6,39° 6,66 
6,79 
Knick. 

24. Athylalkohol 0,0017 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 

OO Menten sé 5 os 31,1 58,0 85,9 1108 185,8 
CO,-Kapazit&t........ 13,9 23,3 31,0 33,4 41,0 
17,5 422 

* aR Shar ge 689 680 686 6,65 6,47 

6,98 6,49 
Knick. 

25. Abb. 3. Kurve 2. Kreuze, gestrichelte Kurve. 

Athylalkohol 0,0087 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,-Spannung. .. . 22,3 52,3 69,4 88,2 129,7  174,8 
CO,-Kapazitat. ... 132 22,0 3i,f 424 41,4 49,6 

46,8 

Shieh ie 8 ae 7,04 6,85 6,85 6,88 6,67 6,59 

Knick, 6,57 

26. Athylalkohol 0,017 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,-Spannung. . . . 44,8 67,0 89,3 103,1 130,0 197,8 
CO,-Kapazitéat. . . . 26,8 29,2 39,0 47,1 42,4 55,4 

25,5 50,8 

ie 5 5 oe Eo 7,01 685 684 685 6,68 6,68 

6,99 Knick. 6,54 

27. Athylalkohol 0,087 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,-Spannung. . . . 41,2 69,1 100,4 127,3 164,9  208,1 
CO,-Kapazitét. . . . 17,4 27,5 35,7 38,9 42,2 48,8 

21,2 43,4 
RS Re ar 6,86 6,81 6,74 6,65 6,55 6,49 
6,95 6,57 
Knick. 
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28. Athylalkohol 0,52 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 com. 
CO,-Spannung. . . . 33,0 66,1 83,6 102,7 134,7 2933 
CO,-Kapazitét. . . . 22,9 32,5 35,8 42,0 45,0 56,4 

















21,7 32,2 
re 7,09 6,99 6,83 6,80 6,69 6,52 
6,07 6,79 
Nee orem 
Knick. 

29. Athylalkohol 0,52 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,Spannung........ 39,1 85,3 95,5 1093 169,2 
CO,-Kapazitat........ 21,4 36,2 42,2 46,8 52,9 « 

20,4 

Re ST nck olgt ote Tee 6,98 682 684 6,81 6,65 

aie Knick. 


30, Athylalkohol 0,87 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,Spannung. . . . 20,9 68,3 81,2 105,38 —123,6 __173,7. 
CO,-Kapazitit. ... 17,6. 25,9 33,2 388 380 45,1 

ee. ss 7,02 687 681 6,75 6,66 6,00 

Knick. 
31. Abb. 3. Kurve 3. Ringe, ausgezogene Linie mit Punkten. 
Athylalkohol 1,39 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 














ENE ET a Bi te 46,0 111,5 1205 1528 
DEM a cc es sak 24,8 38,3 43,1 60,9 
23,5 
ere rece es 6.91 612 613 6,68 
6,94 Knick. 


32, Athylalkohol 1,74 Mol NaCl 0,85% ad 100,0 ccm. 
CO,-Spannung. .. . 82,0 107,0 1249 1441 150.2 186,3 
CO,-Kapazitat. ... 30,9 27,3 33,4 43,8 47,0 57,3 











28,9 41,8 46,9 55,3 
ee ae eG 6,77 6,72 664 665 665 6,63 
6,74 6,69 6,65 6,61 
Knick. 
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Studien tiber Oxydationskatalysen. I. 
Von 
L. Karezag. 
(Aus der III. Medizinischen Klinik der Kgl. Universitat in Budapest.) 


(Hingegangen am 6. April 1921.) 


Wir haben in unserer ersten Mitteilung') die Haupteigenschaf- 
ten des dreiwertigen Eisens als Katalysator kennengelernt und 
méchten nun tiber Versuche berichten, welche sich auf den zwei- 
wertigen Ferrooxydator (FeSO,) beziehen. — Es lieB sich mit 
Hilfe der Farbstoffmethode feststellen, daB sich der Ferrooxy- 
dator bez. seinen allgemeinen Eigenschaften ahnlich verhielt wie 
der Ferrioxydator, jedoch lieBen die Versuche auch solche Eigen- 
schaften erkennen, welche den Ferrooxydator von dem Ferri- 
oxydator scharf unterscheiden. 

Wie beim dreiwertigen Eisen konnten wir auch beim zwei- 
wertigen feststellen, daB die Oxydation der Farbstoffe ohne 
Riicksicht auf chemische Konstitution und physikalisch-chemische 
Eigenschaften erfolgt, daB sie spontan ohne Riicksicht auf die 
chemische Reaktion des Milieus schon in der Kalte vor sich geht. 
— Was jedoch das zweiwertige Eisen vom dreiwertigen unter- 
scheidet, ist vor allem die wesentliche Verkiirzung der Ent- 
firbungszeit. 

Durch folgenden Versuch sollen diese Verhiltnisse naher 
illustriert werden. Um groBe Differenzen beobachten zu kénnen, 
haben wir diesmal konzentriertere 0,25 promill. Farbstofflésungen 
verwendet, im tibrigen war die Versuchsanordnung dieselbe, wie 
wir dies im I. Teil unserer Mitteilung beschrieben haben. — 
Gleichzeitig haben wir als Kontrollen Versuche mit Ferrisulfat 
angestellt. 

Kialteversuch, 2 ccm Farbstofflésung + 1 Tropfen Oxydator in 
20 proz. Lésung + 2 Tropfen 20% H,0,-Lésung. 
1) L. Karczag, diese Zeitschr. 117, H. 1—2. 
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Farbstoff FeSO, Fe,(SO,); 
Entfarbungszeit Entfairbungszeit 
1. Krystallviolett . . sofort bis 1/, Min. 9 Min. 
2. Lichtgriin. ... . er 
SRE i 9 
4. FuchsinS. .... a 
5. Gentianaviolett . . i oe 
ee. 14 ,, 
1. Trypeare IS, 
8. Malachitgriin . . . = 
9. Methylenblau.. . ae 
WO NE ss cece. 11/, Min. 30 ,, noch gefirbt 
a Agee a 
12. Fluorescein. . . . 2-3 ,, Gh ws 
Re na ce 2—3 ,, = 
BO Ec ees , ee i eee 


Aus diesem Versuch ist ohne weiteres zu ersehen, daB die 
Entfarbungen in Gegenwart von Fe” viel schneller ablaufen als 
in Gegenwart von Fe’”’. 

Als ein weiteres Unterscheidungsmerkmal des Ferrooxydators 
gegentiber dem Ferrioxydator wurde die Verlangsamung des Re- 
aktionsverlaufes beim Reiherfolgenwechsel der einzelnen 
Komponenten gefunden. — Bringt man namlich den Farbstoff 
vorher mit der Ferrosalzlésung in Beriihrung und fiigt nachher 
H,O, hinzu, so erfolgt die Entfairbung sehr schnell, bei An- 
wendung verdiinnterer Farbstofflésungen sogar momentan. — 
Bringt man aber die Farbstofflésung zuerst mit Wasserstoff- 
superoxyd zusammen, und fiigt nachher den Katalysator hinzu, 
oder mischt man vorher die Ferrosalzlésung mit H,O, und gibt 
dieses Gemisch zu der Farbstofflésung, so erfolgen die Entfar- 
bungen erheblich langsamer. Folgender Versuch zeigt uns klar 
die geschilderten Verhaltnisse : 

Kalteversuch: 2 cem 0,25°/o, Farbstofflésung, 1 Tropfen 20% 
FeSO,, 2 Tropfen 20% H,0,. 


System : System: 
Farbstoff Farbst.+Fe”’+H,0O, Farbst.+H,0,+ Fe” 
Entfarbungszeit Entfarbungszeit 
1. Krystallviolett sofort bis 1/, Min. 61/,—7 Min. 
2. Lichtgriin . . . iS 
i ey 3 
4, Fuchsin S. 3c 


ao 


5. Gentianaviolett 
6. Nilblau . 
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System: System: 
Farbstoff Farbst.+Fe’’+-H,O, Farbst.+H,0,+Fe” 
Entfarbungszeit Entfarbungszeit 

7. Trypanrot. . . 20 Min. noch gefarbt. 
8. Malachgriin . . 4 ,, Niederschlag. 
9. Methylenblau . Whe as 
10. Fuchsin. .. . 1—1?/, Min. ae 
a Se l-l'/, ,, 13 ,, noch gefarbt. 
12. Fluorescein. . . 2—3 70 3 ,, Niederschlag. 
13. Safranin ... 2—3 Ws 61/,—7 4, 
14. AzgurII.... 4 si ees: 


Ein so auffallendes Phanomen wie das zweiwertige Eisen 
zeigte keiner der untersuchten Oxydatoren wie Fe’’, Cu, Mn, 
Co, Ni, Pt. — Selbst wenn diese Metallsalze zuerst mit der Farb- 
stofflésung gekocht wurden, zeigten sich nach Abkiihlen und Zugabe 
von H,O, die charakteristischen ,,Momentreaktionen“ nicht. 

In einer anderen Versuchsreihe wurde das Verhalten von 
Ferriammoniumsulfat und Ferroammoniumsulfat als Katalysa- 
toren gepriift. Auch bei Anwendung dieser Salze zeigten sich 
die fiir die Ferroverbindungen charakteristischen oben bereits 
beschriebenen Phanomene. 

Wenn man den Verlauf der Reaktionen mit Ferriverbin- 
dungen ins Auge faBt, so erkennt man, dai diese aus 2 Haupt- 
phasen bestehen: 

1. Zersetzung des H,O, durch den Katalysator, 

2. Verankerung des aktivierten Sauerstoffs mit dem Substrat, 

d. h. mit dem Farbstoff. 

Verwendet man aber statt Ferri’’- Ferroverbindungen als 
Katalysatoren, so verlauft neben den oben angegebenen beiden 
Hauptphasen noch eine dritte: Die Oxydation des zweiwertigen 
Eisens zum héherwertigen. 

Demnach diirften beim Zusammenbringen des Systems: 
[Farbstoff + Fe’”] + H,O, folgende Hauptphasen nach- und 
nebeneinander verlaufen: 

1. Komplexsalzbildung zwischen Fe’’-Salz und Farbstoff, 

2. Zersetzung des H,O, durch Fe”, 

3. Oxydation des Farbstoffes durch Verankerung des akti- 

vierten Sauerstoffs, 

4. Oxydation von Fe” zu Fe 

Beim Zusammenbringen des Systems [H,O, + Fe”] + Farb- 
stoff diirften sich folgende Reaktionen abspielen: 
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1. Zersetzung von H,0O,, 

2. Oxydation von Fe” zu Fe’”’, 

3. Komplexsalzbildung zwischen Farbstoff und Fe”, Fe’’, 

4. Oxydation des Farbstoffes. 

Da die Entfirbungszeit beim Zusammenstellen des Systems 
[Farbstoff + H,O,]-+ Fe’ mit obigem [H,O, + Fe’’] + Farb- 
stoff iibereinstimmt, so ist es mit Recht anzunehmen, daB die 
Hauptphasen auch bei dieser Zusammenstellung ahnlich ver- 
laufen. Bei den Systemen letzterer Art dominiert die Ferrisalz- 
wirkung und dementsprechend ist auch die Entfarbungszeit 
wesentlich linger wie bei der Anwendung von Ferriverbindungen 
als Katalysator tiberhaupt. — Bei der Systemzusammenstellung 
{Farbstoff + Fe’’] + H,O, dominiert dagegen die Wirkung des 
Ferrooxydators, welche sich in den charakteristischen Moment- 
reaktionen offenbart. 

Es ist weiterhin sehr wahrscheinlich, daB die Oxydationen 
‘’ durch groBe H,O,-Konzentrationen begiinstigt 
werden kénnen, wie dies aus folgendem Versuch zu ersehen ist, 
bei dem durch Verminderung der H,O,-Konzentration eine 
Beschleunigung des Reaktionsverlaufes erzielt werden konnte. 

Im folgenden ist die Reaktionsdauer von einigen 0,01 proz. Farbstoff- 


lésungen mit 5- und 20 proz. H,O,, bei einer Systemzusammenstellung von 
[Farbstoff + H,O,] + FeSO,, nebeneinandergestellt: 
s 5 proz. H,O, 20 proz. H,O, 
. Dahlia sofort 21/, Minuten 
2. Malachgriin oe 40 Sekunden 
3. Methylviolett . . . . 45Sekunden 1’ 20” 
» Fucham S& .... . 2% be 1’ 20” 
. Lichtgriin 12 a 1’ 5” 
. Neutralrot 10 - 1’ 35” 
7. sofort 1’ 48” 
8. 7 Sekunden 2 Minuten 
9. Methylenblaun .. . 15 a 2 oa 
10. és ae 


Auf Grund unserer Versuche kénnen wir also iiber den 
Ferrooxydator zusammenfassend folgendes aussagen: 

1. Ferrooxydator ist ein Kialteoxydator par excellence 
I. Ordnung. 

2. Die Oxydationen werden erheblich schneller bewirkt als 
bei Anwendung von Ferrioxydator. 

3. Der Ferrooxydator besitzt die Fahigkeit, durch die einfache 
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Reihenfolgenanderung der Komponenten eine erhebliche Be- 
schleunigung der Oxydationsgeschwindigkeit zu bewirken. Reak- 
tionen, welche bei einer Systemzusammenstellung [Farbstoff + 
H,0,] + Fe’ oder [H,O, + Fe’’] + Farbstoff oft nur in mehreren 
Minuten vollstandig werden, laufen bei einer Systemzusammen- 
stellung [Farbstoff + Fe”’] +- H,O, fast augenblicklich ab. Wir 
haben diese Reaktionen als ,,Momentreaktionen“’ bezeichnet. 

Uber das Wesen der Momentreaktionen méchten wir nur 
kurz bemerken, daB diese nicht etwa auf Sensibilisierungs- 
erscheinungen zuriickzufiihren sind, sondern vielmehr als die 
spezielle Wirkung des Fe’’ aufzufassen sind. Sie kommen besonders 
dort zum Vorschein, wo ihre Oxydation zum _ héherwertigen 
Eisen in den Hintergrund gedraingt wird. Auf die biologische 
Bedeutung dieser Erscheinungen werden wir in einer spiteren 
Mitteilung zuriickkommen. : 

Uber den chemischen Grundproze8 der katalytischen 
Entfairbung der Farbstoffe haben wir bereits die Ansicht geiuBert, 
daB dieser in einer Zerstérung des Farbstoffmolekiils infolge 
Uberoxydation besteht. — Ich méchte an dieser Stelle einige 
Versuche anfiihren, welche meine obige Ansicht unterstiitzen. — 
Oxydiert man Aloin- oder Guajaclésung mit verdiinnter Wasser- 
stoffsuperoxyd und Kupfersulfat als Katalysator, so entstehen 
die bekannten roten bzw. blauen Farbstoffe. Setzt man nun einen 
Uberschu8 von H,O, hinzu und unterhilt weiter den™®xydations- 
prozeB, so werden die Farbstoffe vollkommen entfarbt. 

Nimmt man die Oxydation mit fluorescierenden Farbstoffen 
wie Pyronin, Fluorescein, Uranin, Eosin usw. vor, so werden 
sie unter Verlust ihrer Fluorescenz, als Zeichen der Zerstérung 
ihrer spezifisch gebauten Molekiile, entfarbt. 

Eosin liefert bei energischer Oxydation aromatisch riechende 
Dampfe, ebenfalls als ein Zeichen der Molekiilzerstérung. 

Phenolphthalein gibt nach der Oxydation mit H,O, und 
Kupfer als Katalysator keine Farbsalze mit Alkalien. 

Diese unter Zerfall des Molekiils verlaufenden Entfarbungen 
sind gar nicht verwunderlich, wenn wir diejenigen tiefgreifenden 
Veranderungen ins Auge fassen, welche organische Koérper durch 
EKinwirkung von H,O, und Eisensalzen als Katalysatoren erleiden, 
wie dies bereits von Fenton, Sommer, Ruff, Neuberg usw. 
festgestellt wurde. Aber auch die technische Chemie belehrt uns 
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dariiber, wie verschieden die Oxydationsmittel auf Farbstoffe 
einwirken kénnen, daB bei der Darstellung der Farbstoffe die 
gréBte Vorsicht geboten ist, da sie bei ,, weitgetriebener Oxydation‘ 
leicht zerstért werden kénnen. 

Wir méchten diese Vorginge der katalytisch-oxydativen 
Molekilzerstérung der Farbstoffe deshalb hervorheben, weil wir 
damit eine Ansicht vertreten, welche vielleicht atich auf wei- 
terem Gebiete ihre Geltung haben diirfte. So glaube ich, ent- 
gegen der herrschenden Auffassung, da das Ausbleiben der be- 
kannten Farbstoffreaktionen auf Oxydasen mit Guajactinktur, 
Aloin, Benzidin usw. und konz. H,O,-Lésung auf eine Hem- 
mung der Oxydasewirkung durch die hohe Wasserstoff- 
superoxydkonzentration zuriickzufiihren ist, die Ansicht zu ver- 
treten, daB dieses auf einer katalytischen Zerstérung des Farb- 
molekiils infolge weitgetriebener Oxydation beruht. 

In einer weiteren Serie von Versuchen haben wir die kata- 
lytischen Oxydationen von Farbstoffgemischen studiert, 
um so mehr, da wir in unseren bereits mitgeteilten Versuchen 
festgestellt haben, daB die Sauerstoffbestandigkeit der Farbstoffe 
eine recht verschiedene ist. Die Voraussetzung, daB in den Farb- 
stoffgemischen zuerst der labilere Komponent zerstért wird und 
erst nachher die Oxydation der bestindigeren einsetzt, hat sich 
nicht in jedem Falle bestatigt. Die Entfairbungen verlanfen oft 


ohne merklichen Ubergang, und die Mischfarbe laBt nicht die- 


jenige des bestandigeren Komponenten zum Vorschein kommen. 
— Trotzdem haben wir Farbstoffkombinationen gefunden, welche 
die sukzessiv eintretenden Entfairbungen sehr schén erkennen 
lassen. Als Beispiele seien folgende Versuche angefiihrt: 

1. Sukzessive Entfarbungen durch Fe’”’ in der Kite: 

FeCl, 20%; H,O, 5%; Farbstofflésung 0,05% . 

2cm Dahliablau + 2cm Sauregriin werden mit 1 Tropfen 
. FeCl, und 2 Tropfen H,O, versetzt und in der Kalte stehengelassen. 
Die lila Mischfarbe schwindet allmiahlich, die Fliissigkeit farbt 
sich immer griiner, bis schlieBlich auch diese entfarbt wird. 

2. FeCl, 20%; H,O, 20%; Farbstofflésung 0,05%. 

Malachitgriin und Rubin werden zu gleichen Teilen (2—2 cem) 
gemischt mit 1 Tropfen Katalysator und 2 Tropfen H,O, versetzt. 
Die dunkellila Mischfarbe schwindet allmahlich und die Flissigkeit 
nimmt die rote Farbe des Rubins an, welche selbst bald entfarbt wird. 
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3. FeCl, 20%; H,O, 20%; Farbstofflésung 0,01%. 

Dahliablau und Fuchsin 8 zeigen die gleichen Verinderungen, 
indem bei Verlaufe der Oxydation die rote Farbe des Siure- 
fuchsins zum Vorschein kommt, um schlieBlich ginzlich entfairbt 
zu werden. 

Neben dieser Art der sukzessiven Entfarbungen in Farbstoff- 
gemischen, Welche auf die verschiedene Sauerstoffbestindigkeit der 
einzelnen Komponenten beruhen, haben wir noch eine zWeite Art 
kennengelernt, welche durch die elektive Faihigkeit des ange- 
wandten Katalysators bedingt sind. Wir haben ja im Pt und Ni 
elektiv wirkende Katalysatoren kennengelernt, welche die Fahigkeit 
besitzen, gewisse Farbstoffe unter Entfarbung zu zerstéren, wogegen 
andere selbst in der Siedehitze (fast) unberiihrt zu lassen. Diese 
Eigenschaft dieser Oxydatoren kommt auch in Farbstoffkombina- 
tionen zur Geltung. Als Beispiel sei folgender Versuch angefiihrt: 

Platinchloridlésung 5%; H,O, 20%. 

Man mischt Malachitgriin und Fuchsin S zu je 2—2ccm, 
gibt 1 Tropfen Platinchlorid und 2 Tropfen H,O, hinzu und erhitzt 
zum Sieden. In einigen Sekunden geht die dunkellila Mischfarbe 
in die rote des Fuchsin 8 iiber. 

Die Resultate unserer vorliegenden Mitteilung méchten 
wir in folgendem zusammenfassen. 

Uber die Natur des Ferrooxydators wurde festgestellt, daB 
dieser als Kalteoxydator in die Gruppe der Oxydatoren I. Ord- 
nung einzureihen ist, und da® sich dieser vom Ferrioxydator 
dadurch unterscheidet, daB die Oxydationen in seiner Gegenwart 
erheblich schneller bewirkt werden, wobei die Reihenfolge der 
zusammengebrachten Komponenten eine hervorragende Rolle 
spielt. — Bei der giinstigen Systemzusammenstellung kommt die 
Wirkung des zweiwertigen Ferrooxydators zum Vorschein, bei 
der ungiinstigen dagegen auch diejenige, des durch Oxydation 
entstandenen Ferrioxydators. 

Es wurden fernerhin Reagensglasversuche mitgeteilt, auf 
Grund deren wir als den chemischen Grundproze8 des Entfarbungs- 
vorganges die katalytisch-oxydative Zerstérung des Farbstoff- 
molekiils betrachten. SchlieBlich wurden Versuche in vitro 
mitgeteilt, welche in Farbstoffgemischen ablaufen, und sowohl 
die verschiedene Sauerstoffbestindigkeit der einzelnen Kom- 
ponenten wie die elektive Wirkung der Katalysatoren betreffen. 





Zur Kenntnis der Bedingungen der biologischen Wirkung 
der Réntgenstrahlen. 


I. Mitteilung 


Von 


Eugen Petry. 
(Aus dem Zentralréntgeninstitut des Landeskrankenhauses Graz.) 
(Eingegangen am 8. April 1921.) 


Es kann keinem Zweifel unterliegen, daB die Schidigung 
einzelner Zellgebiete durch die Réntgenstrahlen dereinst ihres 
mysteridsen Charakters vollstindig entkleidet werden wird und 
sich uns dann als eine wohldefinierte, fiir den Betand der Zelle 
selbst deletiire photochemische Verinderung eines wesentlichen 
Zellbestandteils darstellen wird, welche sich unter die anderen 
bekannten photochemischen Reaktionen einreihen wird. Von 
diesem Ziele, ja auch selbst von seiner direkten Verfolgung sind 
wir jedoch noch weit entfernt. Dazu fehlt uns so gut wie jede 
Kenntnis iiber das Verhalten der Plasmabestandteile gegeniiber 
den Réntgenstrahlen. 

Wir kénnen uns aber trotzdem auch heute schon eine gewisse 
Vorstellung iiber die sich dabei abspielenden Vorgiinge machen, 
wenn wir die Beding ungen prifen, unter denen dieRéntgen- 
schaidigung zustande kommt. Durch Untersuchungen von 
Kérnicke') und von Schwarz?) ist nun ein wichtiger Schritt 
in dieser Richtung getan: Es wurde gezeigt, daB ruhende (luft- 
trockene) Samen réntgenunempfindlich sind, auch fiir das Drei- 
unddreiBigfache einer gegen Keimlinge derselben Species hoch- 
wirksamen Dosis. Dadurch ist zunichst bewiesen, daB die Strah- 
lenempfindlichkeit eines Zellterritoriums durch den 
jeweiligen physiologischen Zustand mitbedingt wird. 
Zweifellos miissen auch beim Zustandekommen dieser Unter- 
schiede letzten Endes chemische Verschiedenheiten maB- 
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gebend sein. Ohne weiteres ist jedoch dieser von Kérnicke 
und Schwarz erhobene Befund nicht zu Riickschliissen iiber 
die chemische Natur der Strahlenreaktion verwertbar, denn die 
Samenkeimung stellt keine einfache, einheitliche chemische Um- 
wandlung dar, sondern sie besteht in einer durch das Nebenein- 
anderlaufen und Ineinandergreifen mehrerer recht verschieden 
gearteter Teilvorginge gebildeten Anderung der Zusammen- 
setzung und der Funktion des Samens, und wir wiirden die 
Unempfindlichkeit ruhender Samen erst dann zu 
Riickschliissen tiber die Strahlenreaktion selbst ver- 
werten kénnen, wenn wir wiiBten, welcher dieser Teil- 
vorgange fiir das Zustandekommen der Radiosensibili- 
tat verantwortlich zu machen ist. Dies kénnen wir jedoch 
derzeit nicht entscheiden, denn ein kurzer Uberblick zeigt uns, 
daB mehrere derselben dafiir in Betracht kommen kénnen. 

Schon die den KeimungsprozeB einleitende Quellung muB uns ge- 
eignet erscheinen, das Substrat strahlenempfindlicher zu machen, da sie 
bei der Empfindlichkeit von Samen, Keimlingen, Moosen, Sporen usw. 
gegeniiber der Einwirkung supramaximaler Temperaturen eine wesent- 
liche Rolle spielt [Literatur bei Pfeffer*) I, 293), die durch Untersuchungen 
Lewiths‘) tiber den EinfluB des Wassergehaltes auf die Koagulierbar- 
keit der EiweiBk6érper eine theoretische Begriindung erhielt. 

Auch die an die Quellung sich anschlieBende Aktivierung der 
Profermente des ruhenden Sa mens fiihrt lebenswichtige Zellbestand- 
teile in eine gegen physikalische und chemische Agentien minder widerstands- 
fihige Form iiber. 

Auch die daran sich anschlieBende fermentative Aufspaltung 
der hochmolekularen Reservestoffe mu8 durch Vermebrung der 
Zahl [Maq uenne*?)] und Art der Molekiile, sowie durch die Verkleinerung 
der MolekiilgréBe, welche die Ionisierbarkeit der Substanzen erhéht, auch 
die Bedingungen zum Ablauf von Lichtreaktionen, die ja vornehmlich Ionen- 
reaktionen sind, durch Bildung ,,reaktionsfihigerer‘‘ Systeme verbessern. 

Besonders wichtig ist dabei, daB auch die bei photochemischen Pro- 
zessen beteiligten Katalysatoren vielfach niedrigmolekulare, nur in Ionen- 
form wirksame Substanzen sind (siehe besonders Metallsalze). Es wire 
also bei der Aufspaltung und nachfolgender Oxydation der EiweiBkérper 
gewiB Gegelenheit zur Bildung von Lichtkatalysatoren gegeben, auch von 
solchen (aus eisenhaltigen Eiwei8kérpern), welche speziell fiir Réntgen- 
strahlen iiberdies noch die physikalischen Qualititen optischer Sensibili- 
satoren mitbringen. 

Auch der — aufbauende — SchluBakt der chemischen Differenzierung 
des Samens zur Keimpflanze kann durch Bildung eines neuen Zellbestand- 
teils von besonderer Empfindlichkeit zum Auftreten der Radiosensibilitat 
beitragen. 
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Noch mebr als die Quellung und die Anderung der chemischen Zu- 
sammensetzung kénnte der dritte Teilvorgang der Keimung: der durch die 
Imbibition der Samenhiille erméglichte Zutritt von Sauerstoff zum 
Samen und die dadurch eingeleitete Atmung zur Erlangung der Radio- 
sensibilitat des Samens beitragen. Lassen sich doch mannigfache Be- 
ziehungen zwischen Lichtreaktionen und Oxydationsvorgingen aufzeigen: 
ein betrichtlicher Teil der in vitro verlaufenden, gut charakterisierten 
Lichtreaktionen stellt Sauerstoff- (resp. Ladungs-) Ubertragungen dar, 
s insbesondere die als Prototyp der biologischen Lichtvorginge anzu- 
sprechenden metallkatalytischen Lichtreaktionen Neubergs®); und fiir 
viele Lichtschidigungen lebender Organismen ist die Mitwirkung des Luft- 
sauerstoffs am Vorgange erwiesen, teils durch die Abhangigkeit des Effekts 
vom Sauerstoffgehalt der Atmosphire [Bakterien Downes und Blunt*), 
, photodynamische“ Eosinwirkungen Ta p peiners’)], teils durch den Nach- 
weis gesteigerten Sauerstoffkonsums unter LichteinfluB, welcher in ver- 
schiedener Form von Hertel’), Meyer®) und Behring!) erbracht wurde, 
am eindringlichsten durch den Nachweis gréBerer Sauerstoffzehrung von 
Vogelerythrocyten wahrend der Bestrahlung. Besondere Bedeutung ge- 
winnen diese Tatsachen dadurch, daB auch auf dem Gebiete der Réntgen- 
strahlen ahnliche Beziehungen zu Oxydationsvorgingen nachweisbar sind. 
Gehéren doch mehrere in vitro allaufende photochemische Effekte der 
Réntgenstrahlen zu den Oxydationsreaktionen (Jodoformzersetzung, Eder- 
sche Lésung, prinzipiell auch die photographische Platte)!. Weiterhin wurde 
von Schwarz?!) der Beweis erbracht, daB der Blutzirkulation beraubte 
Haut eine wesentlich geringere Radiosensibilitét zeigt als normale. Und 
von Sch midt?*) wurde im AnschluB daran nachgewiesen, daB Steigerung 
des Blutzuflusses die Empfindlichkeit des Gewebes fiir Réntgenstrahlen 
steigert. Aber auch der an normalen sowie pathologischen Geweben so 
vielfach beobachtete innige Zusammenhang zwischen der Radiosensibilitat 
der Zellen und ihrer Wachstumsschnelligkeit la8t es méglich erscheinen, 
daB dem mit dem Wachstum so eng verkniipften Atmungsvorgang eine 
wesentliche Bedeutung fiir das Zustandekommen der Strahlenempfindlich- 
keit zuakommt. Wir werden aus all diesen Griinden also auch das Auftreten 
der Atmungsvorginge im Verlauf der Keimung als eine der méglichen Ur- 
sachen fiir die Entstehung der Radiosensibilitét in Erwaigung ziehen 
miissen. 

Eine Entscheidung der Frage, welches der eben aufgezahlten 
Teilmomente des Keimungsvorgangs das Auftreten der Radio- 
sensibilitét auslést, kann also nur auf experimentellem Wege 
getroffen werden, indem wir versuchen, den Keimungsvorgang 
so zu leiten, daB einer oder der andere Teilvorgang temporir 
unterdriickt wird und so eine Trennung der Vorgiinge voneinander 
angestrebt wird. Eine solche Versuchsanordnung erscheint mir 
als der derzeit aussichtsreichste Weg zur Orientierung tiber die 
Bedingungen, an die der Ablauf der Strahlenreaktion geknipft 
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ist. Von den 3 in Betracht kommenden Teilfaktoren der Keimung 
— der Quellung, der chemischen Differenzierung des Substrats 
und den Oxydationsvorgingen — sind letztere am leichtesten 
einer derartigen experimentellen Priifung zuginglich. Denn die 
Pflanzenatmung stellt keinen konstanten, unter allen Bedingungen 
mit gleicher Energie fortlaufenden ProzeB dar, sondern die At- 
mungsgréBe ist in hohem MaBe von den dueren Bedingungen 
abhingig, und da ist es von besonderer Bedeutung, daB wir unter 
den vielfachen experimentellen Beeinflussungen auch solche be- 
sitzen, welche die Atmungsenergie auf einen minimalen Wert 
herabdriicken. Solche Mittel sind: Extrem niedrige Tempera- 
turen, sauerstoffreie Atmosphiare und gewisse Gifte (z. B. Cyan- 
verbindungen). Die temporiire, weitgehende Atmungshemmung 
kommt bei diesen Versuchen auch noch am Keimling selbst zum 
Ausdruck durch einen temporiren aber vollkommenen Still- 
stand der Zuwachsbewegung. 

Solche Keimlinge reprisentieren dann zwar _hinsichtlich 
ihrer Zusammensetzung einen Zustand vorgeschrittener chemischer 
Differenzierung, hinsichtlich ihres funktionellen Verhaltens (Stoff- 
wechsel, Atmung, Wachstum) sind sie aber auf kurze Zeit wieder 
in den vorherigen Zustarid latenten Lebens zuriickversetzt, und 
sie scheinen mir daher geeignet, zur Entscheidung der Frage 
herangezogen zu werden, ob das Auftreten der Strahlencmpfind- 
lichkeit waihrend der Keimung die Folge der chemischen Diffe- 
renzierung des Substrats (inklusive der Quellung) ist, oder ob 
sie durch das Einsetzen der Atmung ausgelést wird. 

Ich stellte mir also die Aufgabe, bei Keimlingen strahlen- 
empfindlicher Pflanzengattungen (Weizen), welche durch KEin- 
wirkung der genannten Mittel in Atmung und Stoffwechsel 
gehemmt waren, die Strahlenempfindlichkeit festzustellen und 
mit der Empfindlichkeit unbehandelter Kontrollkeime zu ver- 
gleichen. War die Radiosensibilitaét nur durch die Atmung ver- 
mittelt, so muBte deren Unterdriickung auch auf das Verhalten 
der Keimlinge gegeniiber der Strahleneinwirkung von EinfluB 
sein, war sie jedoch durch die chemische Differenzierung des 
Keimlings bedingt, so war zu erwarten, daB die erwihnten Ver- 
suchsmittel keinen EinfluB auf die Radiosensibilitat der bereits 
chemisch differenzierten Keimlinge haben wiirden. 

Von nicht zu unterschitzender Bedeutung ist dabei die 
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Tatsache, daB alle 3 in Aussicht genommenen experimentellen 
Hilfsmittel auBer der Atmung auch die Zuwachsbewegung 
unterdriicken. Denn die menschliche Strahlenbiologie hat sehr 
ausgesprochene und durchgreifende Beziehungen zwischen der 
Strahlenempfindlichkeit der Zellen und ihrer Wachstumsgeschwin- 
digkeit aufgedeckt. Meine Versuche werden also auch Gelegen- 
heit geben, die Mechanik dieses Zusammenhangs zu beleuchten 
und zu entscheiden, ob die Zellen infolge des Wachstums vorgangs 
empfindlich werden oder nur infolge der momentan gegebenen, 
mit dem Wachstumsvorgang verbundenen Zusammensetzung, 
und ob sie daher ihre Radiosensibilitat bewahren, auch wenn 
dieser durch experimentelle Eingriffe lahmgelegt wird. 


I. Versuchsmethodik. 


Zunichst sollen einige allgemeine Angaben iiber die bei 
dieser und den nachfolgenden Untersuchungen verwandten 
Methodik Platz finden. 


Ich verwandte bei der vorliegenden Untersuchung ausschlieBlich 
Triticumkeimlinge*), da sich die Pflanze den geforderten Bedingungen 
(besonders der Temperatur) gut anpaBt und vielfach Gegenstand physio- 
logischer Untersuchungen war, so daB iiber die Beeinflussung ihrer Atmung 
durch verschiedene AufSenbedingungen genug Angaben vorliegen. Die 
Kérner wurden 1—2 Stunden in Wasser von Zimmertemperatur belassen, 
dann in glisernen ungebrauchten Entwicklungsschalen auf 6fache Lage 
reinsten frischen Filtrierpapiers ausgebreitet und mit einer Glasplatte 
nicht ganz dicht abgedeckt im Dunkeln bei. Zimmertemperatur dem 
KeimungsprozeB tiberlassen. Von Zeit zu Zeit (besonders abends und friih) 
wurde dem Keimbett neue Mengen Wasser zugefiihrt. Im allgemeinen 
empfahl sich maBig trockene Haltung desselben. Die Keimlinge wurden 
unter Verwendung eines Zirkels nach der GréBe der Wurzellinge sortiert 
(wobei im Sommer auf Eintrocknung geachtet werden muB). Zu Ver- 
gleichen zwischen bestrahlten und unbestrahlten Proben wurden stets Exem- 
plare gleicher Keimzeit, Wurzellange und Korngréfe verwendet. 

Die Bestrahlung erfolgte, wenn nicht die Versuchsanordnung besondere 
Anderungen wiinschenswert machte, auf reichlich feuchtem Filtrierpapier 
(in mehreren Lagen), welches auf Glasplatten ausgebreitet war. 

Die Proben wurden méglichst nahe am Zentralstrahl ausgerichtet. 
Auf ihre Radiosensibilitiét zu vergleichende Proben wurden stets (den 
réntgentherapeutischen Vorschriften entsprechend) im zweiten Haupt- 
schnitt ausgelegt. 

*) Die Uberlassung des Materials verdanke ich dem freundlichen Ent- 
gegenkommen der Landesackerbauschule Krottendorf (besonders Herrn 
Fachlehrer Tutsch ka). 
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Die Entfernung der Antikathode von den Keimlingen betrug zwischen 
15 und 20 cm, woraus sich eine Minimalentfernung der Glaswand von 5 cm 
vom Objekte ergab. Stets passierten die Strablen zur Abhaltung der Warme- 
strahlen ein steifgepreBtes Sickchen mit Kienru8, welches die Offnung 
des Lambertzstativs vollkommen abschlo8 und so auch die Fluorescenz- 
strahlen abhielt. Wie Versuche unter Kontrolle eines Thermometers ergaben, 
geniigte diese Versuchsanordnung auch bei einer Entfernung von 15 cm 
von der Antikathode zur Abhaltung der Warmestrahlen. Es versteht sich, 
daB auch dort, wo (z. B. bei Bestrahlung weit exrtwickelter Keime oder einer 
gréBeren Menge von Material) eine gré Bere Flache bestrahlt werden muBte, 
die Distanz so gewahlt wurde, daB sie mindestens dem doppelten Durch- 
messer des bestrahlten Felds gleichkamen. 

Als Stromquelle diente ein Siemens-Halskescher Hochspannungs- 
gleichrichter groBen Typs, wobei stets mit dem von Schénfeld!*) an- 
gegebenen Phasenwihler gearbeitet wurde. Es wurde fast durchgehends 
mit den bei Tiefentherapie iiblichen Bedingungen der Harte und Schaltung 
gearbeitet (Harte: 8 Walter, Schaltung: 2 Impulse, 6 Pausen). Als 
Réhren dienten Watt-Wasserkiihlréhren mit Platinantikathode, 10cm 
Radius und Distanzpalladiumregenerierung. Die Dosierung erfolgte zu- 
meist mit Holzknecht-Sabouraud-Tabletten, welche in der Héhe der Keim- 
linge am Rande oder zwischen zwei Vergleichsproben lagen. . 

Die Topfung erfolgte in gesiebter guter Gartenerde, wobei wegen der 
Gleichférmigkeit der Bewisserung und Belichtung stets beide Proben 
einer Versuchsreihe in einem Topfe gepflanzt wurden (durch eine versenkte 
Glasplatte getrennt), wobei stets auch auf gleiche Tiefe geachtet wurde. 
Die Pflanzen wurden teils in den Institutsréumen, teils in einer nahe ge- 
legenen Villa gehalten*). 

Bei der Aufzucht bestrahlter Weizenpflanzen konnte ich 
die wiederholt gemachten Angaben [Schwarz, H. E. Schmidt, 
Wetterer™)] bestatigen, daB bestrahlte Exemplare nicht nur 
kleiner, sondern auch plumper, gedrungener sind, ihre Blatter 
eine rundliche Spitze haben und durch ausgesprochene Hyper- 
chromie ausgezeichnet sind, die ihnen eine dunkelgriine Farbe 
verleiht; sie sind steifer, haben einen eigentiimlichen Glanz, der 
mitunter einer moiréebandartig schillernden Oberfliche ent- 
spricht. Kommt es (besonders bei kleineren Dosen) zur Ausbildung 
weiterer Triebe, so unterscheiden sich diese wesentlich von den 
ersten 2 Blittern durch ihre schmale langliche Form, die diese 
wie nicht zur selben Pflanze gehérig erscheinen lat. 

Besondere Erwihnung verdient noch die Tatsache, daB die 
individuellen Verschiedenheiten bei den einzelnen Exemplaren 


*) Die Ernte und Ausmessung der Pflanzen erfolgte meist nach 2 bis 
3 Wochen, nur in zwei Versuchen probeweise nach langerer Zeit, wihrend 
welcher die Proben stets in Evidenz gehalten waren. 
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der bestrahlten Proben oft wesentlich ausgeprigter waren als 
bei den unbestrahlten. Sie waren haufiger und die Exkursionen 
(allerdings nur bei kleineren Dosen unter 15%) waren zumeist 
gréBer, so daB es nicht mehr méglich erscheint, dieselben nur 
auf Rechnung verschiedener Wachstumsintensitét zu _ setzen, 
und nicht vielmehr darin den Ausdruck gewisser Differenzen 
in der Empfindlichkeit der Einzelindividuen zu erblicken. 
Diese, trotz sorgfaltigster Auswahl der Exemplare nach 
KorngréBe, Keimungszeit und Wurzellinge 6fters zu beobach- 
tende Erscheinung ausgesprochener individueller Verschieden- 
heiten bestrahlter Proben erschwert die Beurteilung quantitativer 
Vergleichsversuche einigermaBen und selbst bei der von mir 
stets befolgten Verwendung einer gréBeren Zahl von 
Keimlingen (7—15) kénnen die daraus gewonnenen 
Durchschnittswerte fiir die vergleichende Beurteilung 
der Strahlenempfindlichkeit zweier verschieden be- 
handelter Proben nur mit groBer Vorsicht Verwertung 
finden und auf unsere Beriicksichtigung tiberhaupt 
kénnen nur jene Differenzen Anspruch machen, welche 
in wiederholten Versuchen einigermaBen regelmaBig 
wiederkehren und stets auch bedeutend genug sind. 


Il. Temperatureinfliisse. 

Die Fihigkeit der Pflanzen, sich einem breiten Temperatur- 
intervall anzupassen und in demselben die AuBSentemperatur 
anzunehmen, lat uns in ihnen ein geeignetes Versuchsobjekt 
zur Ermittlung des Temperatureinflusses auf den Ablauf der 
Strahlenreaktion erblicken. Fiir die uns interessierende Frage 
nach den Beziehungen zwischen Atmung and Radiosensibilitat 
gewinnt dies Bedeutung durch die weitere von Wolkoff und 
Mayer?) sowie Bonnier und Mangin’*) ermittelte Tatsache, 
daB die Atmungsenergie bei wechselnder Temperatur nicht kon- 
stant bleibt, sondern im ganzen Intervall eine strenge Beziehung 
zwischen AtmungsgréBe und AuBentemperatur herrscht, die sich 
auch in quantitativer Hinsicht (beziiglich der GréBe des Tem- 
peraturkoeffizienten) nicht von der fiir die meisten chemischen 
Reaktionen geltenden van t’Hoffschen Beziehung (R.G.T.- 
Regel) unterscheidet. Fiir Triticum — meine Versuchspflanze — 
betragt der Temperaturkoeffizient der Atmung nach Clausen?’) 
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und Detmer'’*) fiir ein Temperaturintervall von 10° 2,8. Das 
Wichtigste ist dabei, daB so die Méglichkeit gegeben ist, durch 
Aufsuchen der tiefsten noch zutriglichen Temperatur die GréBe 
der Atmung beinahe bis zur Sistierung derselben herabzudriicken. 
So betragt die Atmung fiir Triticum bei der noch zutriglichen 
Temperatur von 0° den 6. Teil des Wertes bei Zimmertemperatur. 

Die auch das Wachstum stark hemmende Herstel- 
lung von Eistemperatur stellt also ein geeignetes und 
einfaches Mittel zur Priifung des Mitspielens von 
Atmungs- und Wachstumsvorgingen beim Zustande- 
kommen der Strahlenempfindlichkeit dar. 

*Zu den Versuchen verwendete ich ein zylindrisches, diinnwandiges 
Becherglas von 11 cm Lange und 4,5 cm Durchmesser, dessen unterer Teil 
mit einer 5cm langen Bleiblechrolle ausgefiillt war, auf der ein flaches 
Porzellanschilchen lag, das die nicht zu bestrahlenden Kontrollpflanzen 
enthielt. Sie waren vor den von oben her einwirkenden Réntgenstrahlen 
durch eine 4mm dicke, das Schalchen allseits iiberragende paraffinierte 
Bleiplatte geschiitzt, auf der sich ein zweites Schilchen mit der zu be- 
strahlenden Probe befand. 

Die Bleiplatte war durch drei kleine Korkzwickel (die auf einem 
runden Filmstiick montiert waren) gehindert, auf der unteren Schale auf- 
zuliegen und den Zugang zu verschlieBen. Das Becherglas war durch eine 
gut eingepaBte Korkplatte verschlossen, die seitlich eine schrig von auBen 
nach innen gehende Offnung zur Aufnahme eines kleinen Thermometers 
besaB. Das Glas stand, von einer diinnen umgebenden Bleirolle geschiitzt, 
in einem groBen Blechtopf. 

Versuch 52: Weizenkeimlinge von 11 mm Wurzellinge und 3tagiger 
Keimung. 

Erst wurde das geschlossene Becherglas im Blechgefa8 von Eisstiicken 
umgeben, bis die Innentemperatur auf 6° gesunken war, dann erst die 
mit. den (auf feuchtem Filtrierpapier ruhenden) Keimlingen versehenen 
Schilchen eingebracht und der Temperaturverlauf verfolgt. Mittlerweile 
wurde die im Lambertzstativ befindliche Réhre tiber dem Becherglas ein- 
gestellt und, sobald die Innentemperatur derselben 4° erreicht hatte, mit 
der Bestrahlung begonnen. Die Antikathode war von den Keimlingen 
etwa 17cm entfernt. Es wurde 15 Minuten lang bei 2 Milliampére (8 Walter) 
bestrahlt. Temperatur am Ende der Bestrahlung 4°, Lange der Pflanzen 
nach 21 Tagen: 

Bestrahlte Probe .... . 17 (8,6%) 
Unbestrahlte Probe ... . 195 
(Mittelwerte von je 8 Keimlingen.) 


Wie man sieht, vermochte die mit den Versuchsbedingungen 
gewiB verkniipfte hochgradige Einschrankung der Atemenergie 
und des Wachstums nicht, den Keimling strahlenunempfindlich 
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zu machen. Die Radiosensibilitat ist also nicht unzer- 
trennbar an diese beiden Funktionen gebunden, son- 
dern es gelingt gewisserma8en, sie von ihnen zu tren- 
nen. Sie besteht bei Unterdriickung von Atmung und Wachstum 
weiter; ein Befund, der sehr dagegen spricht, daB dem Atmungs- 
vorgang oder den an ihn angeschlossenen Stoffwechselvorgiingen 
eine kausale Beziehung zum Ablauf der Réntgenschidigungs- 
reaktion resp. zum Zustandekommen der Strahlenempfindlichkeit 
zukommt. 

Im Anschlu8 daran und gewissermaBen zur Kontrolle nahm 
ich Gelegenheit, die Untersuchung auch auf die obere Grenze 
der Existenzbedingungen der Keimlinge auszudehnen. Ich suchte 
zu diesem Zwecke das nicht weit von diesen gelegene Tem pera- 
turoptimum, bei dem das Wachstum den héchsten Wert hat, 
auf, Es liegt bei Triticum (Pfeffer 16 (II) S. 88) ungefahr bei 
30°. Da nun fiir das ganze Intervall die van t’Hoffsche Beziehung 
der Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Tem- 
peratur gilt, so zeigen die beiden Endpunkte dieses Intervalls 
ganz erhebliche Differenzen (die Atmung ist z. B. bei Triticum 
bei 30° 10 mal so intensiv wie bei 0°, Dettmer, Clausen). 

Vergleichsversuche, welche dieses Intervall umspannen, geben 
daher die Méglichkeit, durch Gegeniiberstellung zweier Zustands- 
arten, die sich durch maximale Unterschiede in der Atmung aus- 
zeichnen, das Ergebnis meines Eisversuchs noch nachdriicklicher 
zu gestalten. Dieser Versuch, der also auf die Feststellung des 
Temperaturkoeffizienten der Radiosensibilitét hinausliuft, ist 
in ahnlicher Weise bereits von Krénig und Friedrich’) [anlaBb- 
lich einer Kontrolle der Miiller(Immenstadt)schen Sensibilisie- 
rungsmethode mittels Thermopenetration] an Kaulquappen 
unternommen. 

Versuch 54: 21/,tagiges Triticum. Kilteprobe 3mm, Warmeprobe 
6mm Wurzellange. 

Es wird in dem bei Versuch 52 benutzten GefaéB zuerst in genau der- 
selben Weise eine Bestrahlung (Wurzellinge 3mm) bei 4° durchgefiihrt. 
Sodann wird bei zwangliufig (durch Glastubus) eingehaltener gleicher 
Distanz der Rohre, genau gleicher Stellung des Apparats und gleicher 
Réhrenhirte dieselbe Bestrahlungsdosis appliziert an einer neuen Probe 
(6 mm), wahrend durch vorher auBen eingefiilltes Wasser von 40° die Innen- 
temperatur von 30° auf 35° stieg. Dosierung mit am Rande des Korks 


auBen aufgelegtes Holzknechtdosimeter. Beide Male 24H. (8 Walter). 
Lange der Pflanzen 20 Tage danach: 
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Eisprobe (8 Exemplare): 


apa Sia See ern le 38,7 mm (17%) 

Unbestrahit.. ..... 222 mm 
Warmeprobe (11 Exemplare): 

Meee 55 31 mm (14,7%) 

Unbestrahlt. ..... 210 mm 


Die Differenzen zwischen den biologischen Effekten der 
Bestrahlung beider Proben sind viel zu gering, um irgendwie 
verwertet werden zu kénnen. Man wird also daraus entnehmen, 
daB der Réntgenreaktion ein Temperaturkoeffizient von sehr 
geringem Werte (ungefahr = 1) zukommt, ein Befund, der sich 
mit dem Ergebnis des Versuchs von Krénig und Friedrich 
deckt. 

Der hier ermittelte Wert fiir den Temperaturkoeffizienten 
bestiatigt uns aber nicht nur neuerdings die Unabhangigkeit der 
Radiosensibilitat von Atmungs- und WachstumsgréBe, sondern 
er ist auch geeignet, uns gewisse Vorstellungen iiber die Reak- 
tion selbst zu bilden. Dieser geringe Temperaturkoeffizient 
unterscheidet die Strahlenreaktion nicht nur von den Atmungs- 
vorgingen, sondern von der grofen Mehrzahl der bekannten 
Reaktionen tiberhaupt, welche fast durchgehends einen dem 
van t’Hoffschen Gesetz entsprechenden Temperaturkoeffizienten 
von 2—3 pro 10° haben. 

Nur eine Gruppe von Reaktionen macht hierin eine Aus- 
nahme: Die photochemischen Vorgiange, und man betrach- 
tet seit den Untersuchungen von Goldberg”), Eder?!) und 
Plotnikow) den niedrigen Temperaturkoeffizienten 
als Kennzeichen der Lichtreaktionen (s. a. Plotnikow, 
Photochemie. Halle 1910, 8.71 u. 115/16). Dabei erscheint es 
besonders wichtig, daB auch biologische Lichtreaktionen, in denen 
wir mit guten Griinden Paradigmen fiir den noch unbekannten 
Ablauf der Strahlenschidigung erblicken diirfen, die Eosinlicht- 
wirkung [H. Pfeiffer*)] und die Eisen- oder Uran-Lichtwirkungen 
{[Neuberg™)] sich gleich verhalten. Durch ihren niedrigen 
Tem peraturkoeffizienten charakterisiert sich die Rént- 
genreaktion also nicht nur als einen von Stoffwechsel- 
vorgingen unabhingigen, selbstindigen, chemischen 
ProzeB, sondern sie dokumentiert dadurch auch ihre 
Zugehorigkeit zu den Lichtreaktionen. 
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Ill. Cyanvergiftung. 

Ein weiteres Mittel zur weitgehenden Beeinflussung der 
Atmungsvorginge stellt die Cyanvergiftung dar. Zwar stiitzt 
sich diese Auffassung direkt nur auf Versuche Schroeders®) 
an Aspergillus, ihre Ubertragung auf Phanerogamen ist somit 
nicht ohne weiters gerechtfertigt. Nun hat aber Schaer*) 
gezeigt, daB mit verdiinnter Blausiurelésung befeuchtete Samen 
von Lolium, Brassica und Trifolium zwar quellen, aber nicht aus- 
keimen, ihre Keimfahigkeit nach Entfernung des Giftes jedoch 
wiedererlangen, auch wenn letzteres mehrere Tage eingewirkt 
hatte. Ich konnte nun an Triticumkeimlingen, die bereits in 
Entwicklung begriffen waren, durch 1°/,, Cyankaliumlésung 
ebenfalls Wachstumshemmungen erzeugen. Ist es schon mit 
Riicksicht auf die innigen Beziehungen zwischen Atmung und 
Wachstum wahrscheinlich, da8 auch in diesen Versuchen die 
Wachstumshemmung von einer Atmungshemmung begleitet ge- 
wesen sei, so wird dies um so plausibler, als die Schroederschen 
Beobachtungen an Aspergillus keinen vereinzelten Zufallsbefund 
darstellen. Die Beziehungen der Blausiure zu Oxydationsvor- 
gingen umspannen vielmehr einen groBen Teil der belebten 
Welt, ja sie beziehen sich auch auf die materiellen Vermittler 
von Atmungsvorgingen, die Oxydationsfermente und die Garungs- 
fermente, ja auch auf anorganische Sauerstoffiibertrager. Dies 
verleiht auch der Atmungsstérung bei Cyanvergiftung einen 
besonders durchgreifenden Charakter; aber auch in quantitativer 
Hinsicht ist diese Atemstérung ausgezeichnet (Schroeder). 

Ich zog daher auch mit Blausiure und Cyaniden vergiftete 
Keimlingen zu meinen Untersuchungen der Strahlenempfindlich- 
keit heran. 

Die Versuche wurden derart angestellt, da8 Triticumkeimlinge gleicher 
Wurzellinge in zwei Partien geteilt wurden, deren jede (gleichzeitig) in 
je ein GefaB mit Cyankaliumlésung gleicher Konzentration und Menge 
(bis zur eben vollkommenen Bedeckung mit der Liésung) versenkt wurden. 
Eine der beiden Proben wurde nach Ablauf einer bestimmten Zeit (meist 
ca. 1 Stunde) bestrahlit, die andere nicht. Beide Proben wurden gleich 
lange in der Giftlésung belassen und dann 20 mal mit je 200ccm lauem 
Wasser gewaschen. Die Cyankalilésung wurde durch Auflésen 100 proz. 
Cyankaliums (G. R. Fritz) stets frisch hergestellt und der Gehalt zu Be- 
ginn des Versuchs durch Titration nach Liebig (mit ®/, -AgNO,) er- 
mittelt. 


Biochemische Zeitschrift Band 119. 
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Von den zahlreichen, stets gleichsinnig verlaufenen Versuchen 
will ich nur 2 wiedergeben. Die nachfolgenden Vergleichsversuche 
mit unvorbehandelten und vorbehandelten Keimlingen bestatigen 
ohnehin die Radiosensibilitat letzterer immer wieder aufs neue. 

Versuch 8: Eintagige Keimung. Es werden zwei Proben verwendet: 
I, Wurzellinge 3 mm; II. 1 mm. 5 cem Lésung = 1,55 AgNO,. Bestrahlung 
beginnt 43 Minuten nach Beginn der Vergiftung. Gesamtdauer der Ver- 
giftung 1 Stunde. Dosis: 34 H. (6 Walter). 15cm Distanz. Linge der 
Pflanzen nach 2] Tagen: 


A. ING v3 ek 13,6 mm (4,9%) 
Unbestrahlt ... . 273 mm 

II. Bestrahlt ...... %13,4mm (4,3%) 
Unbestrahlt .... 307 mm 


Versuch 24: Zweitagiges Triticum. Wurzellinge 40mm. 5ccm 
der Lésung = 1,7 AgNO;. Dosis: 30 H. aus 15cm Distanz. Dauer der 
Giftwirkung 77 Minuten. 

Lange der Pflanzen nach 16 Tagen: 

Hauptprobe. ... . 77,8 mm (31%) 
Kontrollprobe . . . . 245 mm 

Es spricht sich also auch in diesen Versuchen eine Unabhangig- 
keit der Radiosensibilitaét von einer Unterdriickung der Wachs- 
tumstitigkeit (und wohl auch der Atmung) aus. Die beiden 
atmungshemmenden Mittel: Kalte und Cyanvergiftung, welche 
in meinen Versuchen ihre Wirksamkeit durch Lahmlegung der 
Zuwachstiatigkeit erwiesen, vermochten nicht, dem einmal strah- 
lenempfindlich gewordenen Keimling die Radiosensibilitat zu 
nehmen. In beiden Versuchsanordnungen waren bereits aus- 
keimende Samen auf ihre Strahlenempfindlichkeit gepriift worden, 
welche auf kurze Zeit teilweise in den Zustand latenten Lebens 
zuriickversetzt worden waren. Diese Zuriickversetzung betraf 
jedoch nur funktionelle AuBerungen des Keimungsvorgangs 
(Atmung und Wachstum). Auf die konstitutionellen Momente, 
die den Keimling vom ruhenden Samen unterscheiden (die ver- 
ainderte chemische Zusammensetzung) konnten die angewendeten 
Versuchsmittel natiirlich nicht Einflu8 nehmen. Wenn wir nun 
sehen, daB sich derartige der Atmungstiitigkeit beraubte Keim- 
linge den Réntgenstrahlen gegeniiber trotzdem verhalten wie 
gleichentwickelte unvorbehandelte, so kénnen wir die Ursache 
fiir das Strahlenempfindlichwerden der Samen nicht in den bei 
unseren Versuchen ausgeschalteten funktionellen Momenten 
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(Atmung usw.), sondern lediglich in der durch unsere Versuchs- 
mittel nicht tangierten chemischen Differenzierung des ruhenden 
Samens zum wachsenden Keimling erblicken. Unterstiitzt wird 
diese Uberlegung durch die Beobachtung, daB auch Temperatur- 
einfliisse, welche geeignet scheinen, Atmung und Wachstum zu 
steigern, auf das Ausma8 der Strahlenempfindlichkeit ohne Ein- 
fluB sind. 

Wir gelangen somit zu der Anschauung, daB fiir 
das Verhalten der Zellen gegen die schadigende Ein- 
wirkung der Réntgenstrahlennurdie Zusammensetzung 
der Zellen maBgebend sei, und nicht aber die Gréfe und 
Art derinihnen momentan ablaufenden, den Lebens- 
prozeB charakterisierenden Stoffumsetzungen und wir 
sind berechtigt, anzunehmen, da der Vorgang der Strahlenschadi- 
gung ohne das Mitspielen der ko6rpereigenen Verbrennungs- 
vorginge als reine photochemische Reaktion ablauft. 

Es erschien mir mun jedoch noch nétig, dem Einwande zu 
begegnen, da die in meinen Versuchen nachgewiesene Strahlen- 
empfindlichkeit vergifteter Keimlinge nur ein Bruchteil der vollen 
Empfindlichkeit gleichaltriger Exemplare sei. Ich fiihrte daher 
entsprechende Vergleichsversuche durch. 

Die Versuche wurden derart ausgefiihrt, daB von gleichaltrigen Keim- 
lingen Exemplare gleicher Wurzellinge in flachen Schalen mit frisch her- 
gestellten Cyankaliumlésungen resp. Blausiurelésung bekannter Konzen- 
tration (die stets unmittelbar vorher durch Titration nach Lie big ermittelt 
wurde) iiberschiittet wurden, so daB sie davon eben bedeckt waren. Kontroll- 
proben der gleichen Keimzeit wurden gleichzeitig in Wasser versenkt. Nach 
1/,—1 Stunde wurde je die Hialfte dieser Proben in ein kleines flaches, 
mit der entsprechenden Fliissigkeit gefiilltes Porzellanschalchen iibertragen, 
so daB die Keimlinge ebenfalls eben bedeckt waren. Beide Schalen wurden 
— im zweiten Hauptschnitt ausgerichtet — unter den Fokus der Réntgen- 
réhre gebracht und mit Zwischenschaltung des Wirmefilters bestrahlt. 
Das Dosimeter lag in gleicher Hohe der Keimlinge zwischen den Schiil- 
chen. Die Waschung beider Cyanproben erfolgte unmittelbar nach Be- 
endigung der Bestrahlung gleichzeitig und gleichmaBig, mit je 20 mal 
200 com Wasser. 

Ich lasse nun die Versuchsbeschreibungen folgen. 

Versuch 12: Fiinfter Keimungstag. Hauptprobe 12 mm, Kontroll- 
probe 19mm Wurzellinge. 10¢ecm der Lésung = 3,4 AgNO, - (KCN). 

Bestrahlung beginnt 60 Minuten nach Beginn der Vergiftung. Dauer 
der Giftwirkung 90 Minuten. 

Dosis: 12 H (7 Walter) aus 15cm Distanz. 
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Lange der Pflanzen nach 18 Tagen (Mittelwert von 7 Exemplaren): 


Bestrahlte Cyanprobe. ... 41,8mm (22% 
Unbestrahlte Cyanprobe. . . 188 mm 
Bestrahlte Wasserprobe . . . 125,7 mm (67%) 


Unbestrahlte Wasserprobe . . 186 mm 


Versuch 68: Zweiter Keimungstag. Wurzellange der Cyanprobe 
3—4 mm, der Kontrolle 2—1 mm. 10 cem der Cyankaliumlésung = 1,3 ccm 
AgNO,. 

Bestrahlung 65 Minuten nach Beginn der Vergiftung. Giftwirkungs- 
dauer 85 Minuten. 

Dosis: 11 H. (7 Walter) aus 20cm Distanz. 

Lange der Pflanzen nach 19 Tagen (Mittelwert von 13 resp. 15 Exem- 
plaren): 


Bestrahlte Cyanprobe . . . . 22,2 mm (11,8%) 
Unbestrahlte Cyanprobe. . . 188 mm 
Bestrahlte Wasserprobe . . . 152 mm (80,8%) 


Unbestrahlte Wasserprobe . . 188 mm 


Die Einzelwerte der Lange betrugen in diesem Falle: 

Fiir die bestrahlte Cyanprobe: 25; 16; 33; 18; 25; 23; 16; 22; 28; 
25; 24; 16; 18. 

Fiir die unbestrahlte Cyanprobe: 204; 220; 212; 165; 132; 180; 171; 
195; 193; 206; 173; 205; 215. 

Fiir die bestrahlte Kontrollprobe: 150; 145; 185; 152; 138; 160; 183; 
181; 167; 184; 117; 140; 146; 140; 121. 

Fiir die unbestrahlte Kontrollprobe: 194; 192; 204; 205; 160; 190; 
180; 224; 182; 173; 220; 190; 170; 145. 

Versuch 151: 45stiindige Keimung. Wurzellinge der Giftprobe 
1—2mm, der Kontrolle 3—5mm. Verwandt wurde frisch destillierte 
Blausaurelésung (5 ccm = 3,3 ccm AgNO,). Beginn der Bestrahlung nach 
einer Stunde, Ende der Giftwirkung 2 Stunden nach Beginn der Ver- 
giftung. 

Bestrahlung 20 H. (7 Walter) aus 18cm Distanz. 

Lange der Pflanzen 53 Tage nach der Bestrahlung: 


Bestrahlte Giftprobe .... 11,4 mm (4°) 
Unbestrahlte Giftprobe .. . 265 mm 
Bestrahlte Kontrollprobe . . 122 mm (52%) 
Unbestrahlte Kontrollprobe . 234 mm 


Versuch 55: Dreitigige Keimung. Wurzellinge der ersten Haupt- 
probe 4mm, der zweiten Hauptprobe 6mm, der Kontrollprobe 3 mm. 

Zwei Verdiinnungen von Cyankalium: I. 10 ccm = 2,6com AgNO,; 
II. 10 cem = 1,3 cem AgNO. 

Bestrahlung 1 Stunde nach Beginn der Vergiftung. Gesamtdauer der 
Giftwirkung 85 Minuten. 

Dosis: 20 H. (8 Walter) aus 20 cm Distanz. 
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Lange der Pflanzen nach 20 Tagen: 
Kontrollprobe (15 Exemplare): % 
Betrablt. ...... 127 mm (58%) 


Unbestrahlt ..... 216 mm 4 
Erste Hauptprobe (10 Exemplare): = 
Deteiit.:. . . 20,7 mm (9,6%) e 
Unbestrahlt ..... 215 mm uf 
Zweite Hauptprobe (5 Exemplare): i 
Bestrahlt ......-. 14mm (6,8%) a 
Unbestrahlt ..... 203 mm : 


Versuch 82: Vierter Keimungstag (zweite Serie Keimlinge). Cyan- 
kaliumlésung: 10 com = 2,6 ccem AgNO,. ' 

Bestrahlung 1 Stunde nach Beginn der Vergiftung. Vergiftungsdauer i 
75 Minuten. Dosis: 9 H. (8 Walter) aus 15cm Distanz. 

Lange der Pflanzen nach 21 Tagen (Mittelwerte von 10 resp. 12 Exem- 


plaren): ig 
Bestrahlte Cyanprobe.... . 21 mm (11,3%) a 
Unbestrahlte Cyanprobe. . . . 185 mm " 
Bestrahlte Wasserprobe .. . . 46mm (23,4%) a 
Unbestrahlte Wasserprobe . . . 196 mm » | 


Versuch 86: Dritter Keimungstag (zweite Serie). Hauptprobe Wurzel- 
lange 6mm, Kontrolle 4mm. Cyankalium: 10ccm = 2,4cem AgNO,. 
Vergiftungsdauer 80 Minuten. Dosis: 15 H. (7 Walter) aus 18 cm Distanz. 

Lange der Pflanzen nach 45 Tagen (Mittelwerte von 10 resp. 13 Exem- 


yee 
lata la alle 


bon 


{ 
plaren): i 
Bestrahlte Cyanprobe . . . . 29,1 mm (13%) hs 
Unbestrahlte Cyanprobe. . . 215 mm A 
Bestrahlte Wasserprobe . . . 133 mm (54%) ul 
x 


Unbestrahlte Wasserprobe . . 243 mm 
Versuch 76: Viertaigige Keimung. Hauptprobe Wurzellinge 25 mm. 


Kontrolle 35 mm. 
Cyankalium: 10 cem = 3,5 com AgNO,. i 
Bestrahlung 30 Minuten nach Beginn der Vergiftung. Letztere dauert ki 

insgesamt 45 Minuten. : 
Dosis: 13 H. (7 Walter) aus 16cm Distanz. we 
Lange der Pflanzen 14 Tage danach: ‘a 
Hauptprobe (10 Exemplare): i, 

Bestrahit ....... 91,1 mm (53%) fs 
Unbestrahlt .... 172 mm ca 
Kontrollprobe (13 Exemplare): 4 
EE i. ek 106 mm (55%) f 
Unbestrahlt ..... 192 mm 4 


Ein Versuch nun wurde derart angestellt, daB der Einflub ty 
zeitlich verschiedener Applikation des Giftes verglichen wurde: if 
Vergiftung vor der Bestrahlung mit Giftapplikation erst nach 
erfolgter Bestrahlung. 

















38 E. Petry: 


Versuch 67: Dreitagige Keimung. 8mm Wurzelliinge. Cyan- 
kalium: 10 ccm = 2,4ccm AgNO; 7 Exemplare werden in Giftlosung 
versenkt, 7 in Wasser, nach 60 Minuten beide gleichzeitig bestrahlt [15 H. 
(7 Walter) aus 18cm Distanz]. Die Cyanprobe wird 72 Minuten nach der 
Versenkung gewaschen, die eben bestrahlte Wasserprobe hinterher auf 
72 Minuten in Cyanlésung gleicher Konzentration tibertragen. 


Nach 45 Tagen Lange der 
vorher vergifteten Probe ....... . . 24,4 mm 
nachher vergifteten Probe ....... .82 mm 
(Die Lange der unbestrahlten Probe betrug 215 mm.) 


Die Linge der vor der Bestrahlung vergifteten Probe betrug also 
29% der Lange der Kontrollprobe. 

Diese Versuchsreihe zeigt deutlich, daB von einem hemmenden 
Kinflusse der Giftlésung auch nicht die Rede sein kann: die Werte 
der Cyanproben zeigen im Gegenteil durchgehends stirkere 
Réntgenschidigung als die der Kontrollen. Diese Differenzen 
sind nur in einem Falle unwesentlich (76), in allen anderen er- 
heblich. 

Es ist zwar anzunehmen, da8 das Gift nicht auf alle Exemplare gleich 
stark wirkt. Auf Rechnung dieser Verschiedenheit lassen sich diese Befunde 
jedoch schon deshalb nicht setzen, weil die unbestrahlten Giftproben eine 
Hemmungswirkung im Wachstum fast durchwegs vermissen lassen. Eine Be- 
einflussung der Bestrahlungsergebnisse durch Warmestrahlung kénnte fiir die 
mit groBer Distanz (20cm, 18) ausgefiihrten Versuche keinesfalls in Frage 
kommen, ist mit Riicksicht auf die stete Verwendung des KienruBsickchens 
auch sonst abzulehnen. Durch letzteres war auch das Fluorescenzlicht der 
Roéhre ausgeschaltet. Auch die sonstigen Lichteinfliisse waren stets fiir beide 
Proben gleichartige und quantitativ niemals erhebliche (nie Tageslicht, 
stets nur diffuses Licht kiinstlicher Beleuchtung in Entwicklungszimmer 
und im Réntgenlaboratorium). Da8 schlieBlich in den fast durchgehends 
gleichsinnig verlaufenen Versuchen nur Zufilligkeiten der individuellen 
Verschiedenheiten mitgespielt haben sollten, wird mir nach ausgedehnten 
Erfahrungen anlaflich anderen Fragestellungen gewidmeter Sensibilisierungs- 
versuche unwahrscheinlich. Die relativ geringen Schwankungen in der 
GréBe der einzelnen Exemplare einer Probe, wie sie z. B. in dem in extenso 
wiedergegebenen Versuch 68 zum Ausdrucke kommen, entziehen diesem 
Einwand jede Berechtigung. 


Man gewinnt somit den Eindruck, da8 sich in den mitgeteilten 
Befunden eine stirkere Réntgenempfindlichkeit der mit Cyan- 
ionen vorbehandelten Keimlinge ausspricht, wobei, wie Vers. 67 
zeigt, die Vorbehandlung (d. h. die Anwesenheit des Stoffes in 
den Geweben wiahrend der Bestrahlung) wesentlich erscheint. 
Besondere Bedeutung erhalten diese Befunde durch die Tatsache, 
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da8 Belichtung mit aktinischem Lichte die Giftwirkung der 
Cyanverbindungen fiir Pflanzen steigert [Czapek?*’)]. Ob 

in Analogie dazu — in meinen Ergebnissen tatsichlich der Aus- 
druck einer Sensibilisierung zu erblicken ist, wird erst auf Grund 
weiterer — im Gange befindlicher — Untersuchungen entschieden 
werden kénnen. Der prinzipiellen Feststellung, da der bio- 
logische Effekt einer bestimmten Bestrahlung, einer Beeinflussung 
durch kurzdauernde pharmakologische Einwirkungen zuginglich 
ist, wiirde auch eine erhebliche praktische Bedeutung zukommen, 
wenn auch die in Rede stehende Substanz hierbei zufolge ihrer 
hohen Giftigkeit nicht in Frage kommt. Ich behalte mir daher 
eine weitere Verfolgung dieser hier nur im Rahmen der urspriing- 
lichen Fragestellung mitgeteilten Befunde unter Heranziehung 
andersartigen (auch tierischen) Versuchsmaterials, anderer Cyan- 
derivate und von Substanzen, welche in chemischer oder physio- 
logischer Hinsicht der Blausiiure verwandt sind (Additionsfahig- 
keit, Reduktionsfaihigkeit, Laihmung der Oxydationsfermente) 
vor. Besonders maBgebend fiir die Bewertung der hier mitgeteilten 
Befunde wird das Verhalten réntgenunempfindlicher Objekte 
sein. Denn nur, wenn es gelingt, auch diese fiir Bestrahlung 
empfindlich zu machen (wie die Pflanzen fiir das aktinische 
Licht durch Blausiiure empfindlich werden), wird es méglich sein, 
in meinen Befunden den Ausdruck einer sensibilisierenden Wirkung 
zu erblicken. 

IV. Anoxybiose. 

Die Ergebnisse der beiden vorstehenden Versuchsreihen 
haben eine weitgehende Unabhingigkeit der Intensitat der bio- 
logischen Réntgenreaktion von der AtmungsgréBe, also auch von 
der Lebhaftigkeit der Verbrennungsprozesse aufgedeckt. Damit 
ist jedoch die eingangs aufgerollte Frage nach den Beziehungen 
der biologischen Réntgenwirkung zum Sauerstoff noch keineswegs 
erledigt. Wenn Downes und Blunt eine Abhiangigkeit des 
Effekts aktinischen Lichtes gegeniiber Bakterien von der Sauer- 
stoffspannung fanden, so mub dies nicht auf dem Wege iiber die 
Atmungsvorgiinge gegangen sein, sondern es wire denkbar, daB 
das Licht an Kérperbestandteilen selbstindige Vorginge oxy- 
dativer Natur einleitet, welche mit den kérpereigenen Verbren- 
nungsprozessen nur den Konsum von Sauerstoff gemeinsam 


haben. - 








Re an ie 


Sof a 


eats imate 


Peo ee 


4 
























eRe olen 7a 

















40 E. Petry: 


Ganz ahnlich wird man sich ja den gleichfalls oxydativen 
lichtkatalytischen Vorgang der Zerstérung des Amédbenleibs 
durch die Eosinlichtwirkung vorstellen miissen und die dabei 
zu beobachtende Auflésung bereits abgestorbener Individuen 
kann dieser Auffassung zur Stiitze dienen. 

Derartige Vorgiinge waren dann natiirlich nicht an die Wirk- 
samkeit der Verbrennungskatalysatoren des Plasmas gekniipft — 
daher kénnten sie auch bei deren Lahmlegung durch KCN weiter 
laufen — und sie miiBten auch nicht an die sonstigen Bedingungen 
der im Plasma ablaufenden Oxydationen gebunden sein — daher 
kénnten sie als Lichtreaktionen auch bei Eistemperatur ablaufen. 

Das einzige, was solche Vorgiinge noch als oxydative charak- 
terisieren kénnte, ware der Verbrauch von Sauerstoff, resp. die 
daraus sich ergebende Abhiangigkeit des Reaktionsablaufs von 
der Anwesenheit von Sauerstoff, resp. von seiner Partialspannung. 

Daraus ergibt sich fiir uns, daB wir nur aus einer strengen 
Nachahmung der Versuche von Downes und Blunt einen un- 
mittelbaren Aufschlu8 tiber die Frage nach dem oxydativen 
Charakter der biologischen Réntgenreaktion gewinnen kénnen. 
Es schien also geboten, auch noch eine weitere Art von kiinst- 
lichem Schlaf, in den wir Keimlinge auf begrenzte Zeit versetzen 
kénnen — die Anoxybiose —, in den Kreis meiner Untersuchungen 
zu ziehen. Ich mute also bereits im Wachsen begriffene Keim- 
linge in sauerstoffreie Atmosphare bringen, was nach Unter- 
suchungen von Godlewski®), Nabokich*®) und Palladin®™) 
auf gewisse Zeit ohne Gefahrdung des Lebens durchfiihrbar ist, 
da die Pflanze mittlerweilen den Sauerstoff ihrer Kohlenhydrate 
zu Atmungszwecken verbraucht. Deshalb ist die Kohlensaure- 
bildung dabei nur eingeschrankt (bei dem von mir verwandten 
Triticum nach Palladin auf etwa die Hilfte), das Wachstum 
meist ebenfalls. Bei meinen Versuchen konnte ich komplette 
Unterdriickung desselben konstatieren (s. Vers. 31). 

Ich muBte nun vor allem feststellen, ob derart der Sauer- 
stoffzufuhr beraubten und dadurch in ihrem Wachstum voll- 
kommen gehemmten Pflanzen noch die Fahigkeit zukommt, auf 
Bestrahlung in charakteristischer Weise zu reagieren. 


Die Versuche wurden so durchgefiihrt, daB Keimlinge gleichen Alters 
und Wurzellinge in sauerstofffreie Atmosphire gebracht wurden und nur 
ein Teil derselben der Wirkung der Réntgenstrahlen ausgesetzt wurde. 











Kenntnis der Bedingungen der biolog. Wirkung der Réntgenstrahlen.I. 41 


Als Mittel zur Herstellung sauerstofffreier Atmosphare wahlte ich nach 
dem bekannten Vorgange Buchners die Absorption durch alkalische 
Pyrogallollésungen. Ich bediente mich einer fiir diesen Zweck abgeainderten 
Modifikation der Buchnereprouvette. Dies stellte ein 23cm langes, 2 cm 
weites zylindrisches Rohr aus diinnstem Thiiringerglas dar, dessen eine 
Ende offen war, wihrend das andere nach einer flachgekriimmten recht- 
winkligen Biegung in eine kugelférmige Auftreibung von 3,5 mm Durch- 
messer blind endigte, die dem Apparat eine Ahnlichkeit mit einer Retorte 
verlieh. Zur Aufnahme der Keimlinge diente eine 8 cm lange, gewéhnlich 
geformte Eprouvette von 1,5cm Durchmesser aus diinnstem Thiiringer- 
glas. Die Keimlinge wurden in dieser auf mehrfachen Lagen, mit aus- 
gekochtem Wasser befeuchteten Filtrierpapiers (welches nicht bis zum Rand 
der Eprouvette reichte) nebeneinander ausgerichtet, sodann in die von einem 
Stativ vertikal gehaltene Retorte rasch die Pyrogallollésung (0,025 in 
5 ccm) und darauf 5 ccm Kalilauge (12%) eingefiihrt (was bei Verwendung 
einer Pipette und einer diese umgebenden Rolle aus Filtrierpapier ohne Be- 
netzung des Retortenhalses gelingt), die Retorte im Stativ horizontal ge- 
kippt, die die Keimlinge enthaltende Eprouvette (Spitze gegen den Retorten- 
kopf gerichtet) eingefiihrt und die Retortenhalsmiindung abgeschmolzen 
oder durch Gummistopfen verschlossen und der Verschlu8 unter Schrig- 
stellung des Retortenhalses in eine kleine Quecksilber oder 01 enthaltende 
Vorlage versenkt. Die Bestrahlung erfolgte sodann zu den in den Versuchs- 
protokollen angegebenen Zeiten, indem die zu bestrahlende Partie der Keim- 
linge durch einen Lokalisator (Gundelach-Speculum) herausgeblendet wurde. 

Bei Offnung verriet sich die Wirksamkeit der Absorptionslésung 
stets durch Zischen. 

Ich lasse nun die Versuchsergebnisse folgen. 

Versuch 9: 48stiindige Keimung, Wurzellange 14mm. Gummi-OI- 
verschluB8. Beginn der Bestrahlung 1 Stunde nach Einschlu8. Offnung 
85 Minuten nach EinschluB. Dosis: 70 Milliampéreminuten (7 Walter) 
aus 12cm Distanz (was nach vorheriger Ausdosierung 25 H.-Oberflichen- 
dosis entspricht). 

Lange der Pflanzen nach 3 Wochen (je 11 Exemplare): 

Mewtreuth 2... wis 68,5 mm (= 24%) 
Unbestrahlt ..... 278 mm 

Versuch 11: Zweitaigige Keimung. Wurzellange 5mm. Verschlu8 
durch Abschmelzen. Bestrahlung 1 Stunde nach Einschlu8. Dosis: 30 Milli- 
ampéreminuten (7 Walter). 

Lange der Pflanzen 17 Tage danach: 

Bestrahlte Probe ....... 134°mm (= 57%) 
Kontrollprobe ........ 234 mm 

Versuch 13: Zweiter Keimungstag. Wurzellinge 5mm. Verschlu8 
durch Abschmelzen. Bestrahlung 2 Stunden danach. Dosis: 66 Milliampére- 
minuten bei 8 Walter. 

Lange der Pflanzen 23 Tage danach: 

Bestrahlte Probe ...... 19,4 mm (= 6,8%) 
Kontrollprobe’. ...... 
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Versuch 31: Zweitégige Keimung. Wurzellinge 3mm. Bestrahlung 
21 Stunden nach Einschmelzung. Dosierung (direkt) mit auBerhalb der Keim- 
linge auf der Eprouvette aufliegenden Holzknecht-Sabouraud-Plattchen 
32 H. (8 Walter). 

Wurzellange bei Offnung der Réhre unverindert 3 mm! 

Lange der Pflanzen 3 Wochen danach: 

Bestrahlte Probe ....... 47 mm (= 17% 
ER Oa ey ay eater 269 mm 

Das Ergebnis dieser Versuche bringt zunachst eine neuerliche 
Bestatigung der Unabhangigkeit der Strahlenempfindlichkeit von 
gewissen Stoffwechselvorgingen. Die, wie Vers. 31 zeigt, voll- 
kommene Lahmlegung des Wachstumg hat die Radiosensibilitat 
intakt gelassen. Ebensowenig war die Einschrankung der Atmung 
auf etwa die Halfte wirksam. 

Die Versuche zeigen aber auBerdem, daB auch Abwesenheit 
von molekularem Sauerstoff — eine die meisten Oxydations- 
vorginge sistierende Bedingung — nicht imstande ist, die Radio- 
sensibilitat zu unterdriicken. 

Fiir den Ablauf der biologischen Strahlenwirkung ist also 
(bei Keimlingen) die Anwesenheit molekularen Sauerstoffs durch- 
aus nicht unerlaBlich. Wir kénnen uns dies nur so vorstellen, 
da8 die der Réntgenschidigung zugrunde liegende Reaktion 
entweder tiberhaupt kein oxydativer Vorgang ist, oder aber, daB 
sie die Fahigkeit besitzt, auf Kosten intramolekularen Sauerstoffs 
zu verlaufen, eine Vorstellung, die sich auf gewisse Analogien im 
Bereiche der Photochemie (Edersche Lésung) stiitzen kénnte. 

Es ware nun noch von Wichtigkeit, zu priifen, ob sich bei Vornahme 
der Bestrahlung bei Sauerstoffabwesenheit nicht doch wenigstens im q uan- 
titativen AusmaBe, der Schadigung Differenzen gegentiber der Norm er- 
geben. Ich méchte anschlieBend nur kurz darauf hinweisen, daB ich auch 
diesbeziiglich bereits einige Experimente angestellt habe, bei denen hinter- 
einander in einer und derselben Eprouvette*) einmal eine Probe bei Sauer- 
stoffabwesenheit und einmal eine Probe bei Sauerstoffzutritt bestrahlt 
wurden. Da nun trotz vorsichtigster (besonders auf Réhrenkonstanz ge- 
richteter) réntgentherapeutischer Technik keine bindende Garantie dafiir 
gegeben ist, daB der abgelesenen Oberflichendose stets der gleiche Tiefen- 
effekt entsprach, so kénnen diese Experimente keine zwingende Beweis- 
kraft beanspruchen, sondern nur als vorléufiger Versuch zur Orientierung 
dienen. Es ist aber immerhin auffallend, daB sich bei allen 5 Versuchen 
eine recht deutliche Verminderung des Strahleneffekts bei den anoxybion- 
tisch bestrahlten Proben zeigte. Es sind Untersuchungen im Gange, die 


*) Von anderer Konstruktion als der 8.17 beschriebenen. 
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bezwecken, dieser Fragestellung mit zuverlissiger Methodik gerecht zu 
werden. Falls sich derart die eben skizzierten Befunde bestitigen sollten, 
so wiirde dadurch die biologische Réntgenreaktion in bemerkenswerte Paral- 
lele zu biologischen Reaktionen des aktinischen Lichts, sowie gewissen 
photokatalytischen Laboratoriumsreaktionen mit lebenswichtigen Zell- 
bestandteilen (Eisen-Mangankatalyse, Eosinlichtwirkungen) gebracht wer- 
den, denen sie sich bereits jetzt durch ihren ungewéhnlichen Temperatur- 
koeffizienten eng anschlieBen. 

Die hier in Angriff genommene nihere Untersuchung der 
beim Keimungsvorgang beteiligten Faktoren auf ihren Anteil am 
Zustandekommen der Strahlenempfindlichkeit hat somit bisher 
ergeben, daB dem Atmungsvorgang als solchem keine direkte 
Rolle dabei zukommt, da er ohne Einbu8e an der letzteren unter- 
driickt werden kann. Das gleiche gilt fiir den Wachstumsvorgang. 

Die Ursache fir das Auftreten der Strahlenem pfind- 
lichkeit wahrend der Keimung kann also nicht im Einsetzen 
der Atmung gelegen sein, sondern nur in gleichzeitig damit einher- 
gehenden konstitutionellen Anderungen, wobei vorerst 
noch unentschieden bleibt, ob die Quellung der sonst unverinder- 
ten Bestandteile des ruhenden Samens hierfiir ausreicht, oder ob 
auch die tiefgehenden chemischen Umwiilzungen, die den Kei- 
mungsvorgang in Gang setzen und begleiten, durch Ausbildung 
eines lichtempfindlichen Systems (besonders eines Katalysators), 
das im ruhenden Samen in unwirksamer Form vorgebildet ist, dazu 
beitragen. Die Priifung dieser Frage ist Gegenstand einer vor dem 
Abschlu8 stehenden eigenen Untersuchung, welche, in analoger 
Weise wie die vorliegende, die von pflanzenphysiologischen Erfah- 
rungen gegebenen Anhaltspunkte ausgeniitzt und im wesentlichen 
zugunsten der chemischen Differenzierung als unersetzlichsten Fak- 
tor beim Zustandekommen der Radiosensibilitét entschieden hat. 

Es wird wohl gestattet sein, diese Auffassung iiber den Zusgammenhang 
zwischen der Radiosensibilitét einerseits und Atmung und Wachstum 
andererseits zu verallgemeinern und auch in anderen Fillen, wo rasches 
Wachstum mit Sensibilitét einhergeht, den Zusammenhang als durch 
die Zusammensetzung der Gewebe und nicht durch funktionelle Momente 
bedingt zu sehen. 

Das Bestehen eines Zusammenhangs zwischen Wachstum 
und Strahlenempfindlichkeit selbst wird jedoch durch meine Ver- 
suche in keiner Weise in Frage gestellt. 

Aber auch die eingangs ausgesprochene Erwartung, daB es 
durch die hier dargelegten Versuchsanordnungen gelingen werde, 
Beitrage zur Kenntnis der Wesenheit der biologischen Strahlen- 
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reaktion zu erhalten, wurde durch die Resultate dieser Unter- 
suchung nicht getiuscht. 

Zunichst haben sie ergeben, daB Anwesenheit moleku- 
laren Sauerstoffs keine unerlaBliche Bedingung dafiir 
darstellt, daB jedoch seine Menge auf den Effekt der Bestrah- 
lung méglicherweise von Einflu8 sein kann. Sodann hat sich 
gezeigt, daB die Reaktion zu ihrem Zustandekommen 
auch das Mitspielen von kérpereigenen Verbrennungs- 
vorgangen nicht benétigt, vielmehr einen von der 
Atmung ganz unabhingigen, selbstandigen Vorgang 
darstellt, der sich durch seinen Temperaturkoeffizienten 
als den photochemischen Laboratoriumsreaktionen 
verwandt darstellt und vermutlich nur in einer rein photo- 
chemischen Verinderung eines wichtigen Zellbausteins besteht, 
die nicht anders verliuft wie etwa die Auflésung eines toten 
Amébenleibs durch Eosinlichtwirkung. 
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Kolloidstudien tiber den Bau der roten Blutkérperchen 
und tiber Himolyse. III. 
Ultramikroskopische Untersuchungen an Lipoiden. 

Von 
Kenzo Hattori (Tokio). 

(Aus dem Institut fiir Kolloidforschung zu Frankfurt a. M.) 
(Einjegangen am 8. April 1921.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Lecithin und Cholesterin, beide Lipoide, haben sehr ver- 
schiedene Eigenschaften. Ersteres ist amorph, quellbar, ein 
chemisch labiler Korper, wahrend das andere krystallinisch, 
unquellbar, chemisch ziemlich indifferent ist. Beide so ungleich- 
artige Stoffe kommen in der Zelle meist gemeinsam vor und 
fungieren scheinbar als einheitliche Substanz. Insbesondere die 
Lipoidtheorie, welche die Aufnahme von Stoffen durch die Zelle 
auf Grund der Léslichkeit in den Lipoiden behandelt, unter- 
scheidet nicht zwischen Lecithin und Cholesterin. Eine umfang- 
reiche Literatur!) weist daraufhin, daB bei gewissen Hamolysen 
das Lecithin bzw. Cholesterin als die einzigen Angriffspunkte in 
der Zelle zu betrachten sind: z. B. Cholesterin fiir Saponin (nach 
Ransom), Lecithin fiir Kobragift (nach Kyes) u. a. Hiernach 
diirfen wir fragen: Wie bewirkt diese Reaktion die Zerstérung 
des ganzen Zellsystems? Nach den im ,,Institut fiir Kolloid- 
forschung‘ gemachten Erfahrungen*) besteht eine hohe Wahr- 

1) Ransom, Dtsch. med. Wochenschr. 1901, 8.194. — Kobert, 
Beitrage zur Kenntnis der Saponinsubstanz. Stuttgart 1904. — Noguchi, 
University of Penna. Med. Bull. Nov. 1902. — K yes, Berl. klin. Wochen- 
schrift 1902, S. 886. — K yes und Sachs, Ebenda 1903, S. 21. — Pascucci, 
Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 6, 552. 1905. — R. Héber, Physikalische 
Chemie der Zelle und Gewebe 1914, S. 409. 


2) Vgl. Bechhold, Bau der roten Blutkérperchen u. Hamolyse. 
Miinchener med. Wochenschr. 1921, Nr. 5. 
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scheinlichkeit, da diese Wirkung bedingt ist durch die Ver- 
anderung des zwischen den Komponenten des betreffenden Systems 
bestehenden physiko-chemischen Zusammenhangs. 

Insbesondere fiir das Studium des Baues der Erythrocyten 
und der Himolyse schien es uns daher wichtig, gewisse Eigen- 
schaften der beiden Lipoide getrennt und in Kombination zu 
studieren, besonders im Licht der Kolloidforschung. Kolloid- 
studien iiber Lipoide finden sich nicht viele in der Literatur. 
Porges und Neubauer!) ermittelten das Verhalten der Lecithin- 
und Cholesterinsuspensionen gegentiber zahlreichen verschiedenen 
Reagentien in bezug auf deren Ausflockungsvermégen und von 
Loewe?) wurden die Lipoidlésungen in verschiedenen Lésungs- 
mitteln wie auch Lipoidverbindungen mit verschiedenen Sub- 
stanzen (Farbstoffe, Hypnotica usw.) charakterisiert. 

Die erste Frage ist, in welchem Zustand befinden sich die 
Lipoide in der lebenden Zelle. Lecithin ist ein quellbares Lipoid, 
dessen Quellungsgrad, wie der anderer quellbarer hydrophiler 
Substanzen, je nach den physikalischen und chemischen Be- 
dingungen verinderlich ist. Es ist von vornherein anzunehmen, 
daB Lecithin einen bestimmten Quellungsgrad in der lebenden 
Zelle besitzt. Obwohl dieser Quellungsgrad noch nie ermittelt 
wurde, ist es als wahrscheinlich zu betrachten, da er nicht 
maximal ist, weil Lecithin in destilliertem Wasser viel starker 
quillt als in physiologischer Kochsalzlésung, welche mit Blut- 
kérperchen isotonisch ist. Will man also das Verhalten des 
Lecithins in der lebenden Zelle aufklaren, so miissen solche Vor- 
giinge beobachtet werden, welche sich am vitalen Quellungs- 
zustand abspielen. 

Deshalb kann das Verhalten, welches Porges und Neubauer 
an Lecithinsuspensionen (maximaler Quellungszustand) ermittelt 
haben, nicht in Parallele gesetzt werden mit Lecithin in vitam. 
Beispielsweise quillt das in physiologischer Kochsalzlésung ge- 
quollene Lecithin weiter durch Verdiinnung mit Wasser, wahrend 
das mit Wasser gequollene Lecithin in Beriihrung mit der- 
selben Salzkonzentration entquillt. An den Lecithinlésungen 
hingegen ruft Wasser bzw. physiologische Kochsalzlésung keine 
sichtbare Verinderung hervor. In vorliegender Arbeit wurde 


1) Porges und Neubauer, diese Zeitschr. 7, 152. 1907. 
2) S. Loewe, diese Zeitschr. 42, 183 u. 207. 1912. 
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die unmittelbare Wirkung verschiedener Agentien auf Lipoide 
studiert. 

Verwendet wurde Lecithin und Cholesterin von Merck. Als 
Ultramikroskop standen Kardioid-Kondensor, Objektiv X und 
Komp. Okular 18 zur Verfiigung. Beleuchtung: Elektrische 
Bogenlampe mit vorgeschalteter Kupfersulfatlésung. 


Experimenteller Teil. 


I. Leeithin. 


Befeuchtet man ein Ausstrichpriparat von Lecithin unter dem Ultra- 
mikroskop und stellt auf den Rand des Praparates ein, so bemerkt man zahl- 
reiche Auswiichse, die sich allmahlich vergréBern: das Lecithin quillt. 
Ist die Wassermenge geniigend, so zerteilt sich das gequollene Lecithin 
nach einiger Zeit von selbst in zahllose Mikrokiigelchen, von denen die 
kleinsten lebhafte Brownsche Bewegung zeigen. Legt man ein Kliimpchen 
Lecithin auf den Boden eines Reagensglases, gieBt etwas Wasser darauf 
und Ja8t es ruhig stehen, so quillt das Lecithin und in einigen Stunden wird 
die maximale Quellung erreicht. Dieses gequollene Lecithin bleibt, falls 
man Erschiitterung vermeidet, in Form des gequollenen Kliimpchens am 
Boden des Reagenzglases. Schiittelt man jedoch das Glischen, so verteilt 
es sich im Wasser und es entsteht eine Lecithinemulsion, abnlich der, welche 
im vorigen Versuch ultramikroskopisch beobachtet ist. Stellt man den 
gleichen Versuch mit physiologischer oder hypertonischer Kochsalzlésung 
an, so ist der Verlauf ungefaihr der gleiche, aber der Quellungsgrad 
ist je nach der Konzentration des Kochsalzes verschieden. Die Quellung 
ist um so geringer, je héher die Salzkonzentration. Bei héheren Kochsalz- 
konzentrationen (ca. von 3% ab) tritt die Dispersion des Lecithin nicht 
mehr auf, d.h. wenn auch durch auBere mechanische Kraft eine Ver- 
teilung bewirkt wird, so setzt sich das Lecithin doch wieder am GefaB- 
boden ab. 

Diese Behandlung von wasserfreiem Lecithin mit Salzlésungen ist das 
Gegenstiick zu der Behandlung von wasseriger Lecithinsuspensionen mit 
Salzen. In z. B. 5%iger Kochsalzlésung kann man noch eine starke Quellung 
von Lecithin ultramikroskopisch erkennen, aber seine Emulsionsfahigkeit 
bleibt in dieser Salzkonzentration aus; es wird sogar davon ausgeflockt. 
Somit ist wohl anzunehmen, daB Lecithin die Emulsionsfahigkeit 
erst von einem gewissen Quellungsgrad ab erreicht und daB das ausgesalzene 
Lecithin mehr oder weniger gequollen ist. 

Die Resultate von ultramikroskopischen Quellungsversuchen unter 
Zusatz einiger differenter Substanzen sind in folgender Tabelle wieder- 
gegeben. 

Ultramikroskopische Bilder der Lecithinquellung und des dispersen 
Zustands siehe in Abb. 1 und 2. 
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Lecithin 


Gequollenes Lecithin 
Abb. 1. 


Lecithinkugel 


Myelinform 
Abb. 2. 
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Tabelle I. 
Quellungs mittel Queiiung 


GME AO) Sug aoe tw + ec we +4 
physiologische NaCl-Lésung ......... 
HgCl, (1 : 400 physiologische NaCl-Lésung) . . 
aU ROO Albee. 6 we eee A he ao 
eee OS er ert ee eee 1 
BOG os ie eo ese cee ® 
Abe Oh + BBG.) «+ Bee ee ee 
Saponin’ (1°: 100 Aq.) Aste se Wee Se +. 


+-+ stark + schwach 


II. Cholesterin. 

LaiBt man einen Tropfen alkoholischer Cholesterinlésung (0,2 %) 
auf einem Deckglischen verdunsten und ultramikroskopiert die gebildeten 
Mikrokrystalle mit Wasser, Salz- und Saponinlésung usw. wie in dem 
vorigen Versuche, so beobachtet man keine Veriinderung: Das Cholesterin 
ist gegen solche Agentien véollig indifferent, 


II, Lecithin-Cholesterin-Gemisch. 


1. Herstellung, 

Wir haben versucht, ein optisch homogenes Gemisch aus beiden 
Bestandteilen durch Verdunstung seiner alkoholischen Lésung herzustellen. 
1,5 Teile Lecithin und 1,0 Teil Cholesterin werden in 200 Teilen absolutem 
Alkohol gelést; davon bringt man einen Tropfen auf ein Deckglischen 
und lat verdunsten, Um einen homogenen Riickstand zu erzielen, darf man 
den Tropfen nicht vollkommen eintrocknen lassen, Alkohol zieht Wasser 
aus der Luft, welches nach Verdunstung des Alkohols die Entmischung 
des Lecithin-Cholesteringemisches verursacht, Deshalb haben wir auf ver- 
schiedene Weise versucht, dies zu verhindern und sind zuletzt dazu ge- 
kommen, mit einem Stiick FlieBpapier den iiberschiissigen Alkohol von dem 
Rande des Deckglases wegzunehmen. Durch diese Methode kann man 
leicht homogene Praparate erzielen. Lecithin mu8 stets im Uberschu8 
iiber Cholesterin sein (1,5: 1,0)'). Bei dem Verhiltnis von 1 : 1 begegnet 
man stets Schwierigkeiten. 

Ein in dieser Weise hergestelltes, mit Lecithin-Cholesteringemisch be- 
decktes Deckglaschen erscheint unter dem Ultramikroskop dunkel und ist 
optisch homogen, Manchmal sieht man allerdings ultramikroskopisch 
kaum sichtbare, gleichmaBig verteilte, grauweiBe Piinktchen (Abb. 3). 
Diese Piinktchen sind, wie spater gezeigt wird, nichts anderes als Sub- 
mikronen von Cholesterin. Sie bilden sich nach unserer Erfahrung, wenn 
man die alkoholische Liésung zu langsam verdunsten lit. Mikrokrystalle 
sind es nicht, sondern kolloide Teilchen (siehe Abschnitt IV). 


1) Die Mengenverhialtnisse von Lecithin und Cholesterin in den roten 
Blutkérperchen verschiedener Saugetiere sind ungefihr 1: 1 bis 7,5 : 1.0 
(nach Abderhalden). 


Biochemische Zeitschrift Band 119, 4 
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2. Lecithin-Cholesteringemisch in gréBerer Menge. 

Wenn man die konzentrierte, alkoholische Lésung von Lecithin 
(1,5 Teile) und Cholesterin (1,0 Teil) bei Temperaturen unter 50° C unter 
stetigem Umriihren verdunsten lat, so erhilt man einen makroskopisch 
homogenen Riickstand. Hier- 
bei ist besonders darauf zu 
achten, da lebhaft geriihrt 
wird, sonst scheidet sich das 
Cholesterin im krystallinischen 
Zustand aus. Der Riickstand 
soll makroskopisch homogen 
und halb durchsichtig sein, 
ultramikroskopisch bildet e1 
allerdings meistens eine nu 
scheinbar homogene Masse. 

3. Ultramikroskopische 
Priifung des obigen Gemisches. 

Das ultramikroskopische 
Bild des vorstehenden Gemi- 
Abb. 8. sches zeigt keine optische Ho- 





mogenitat, sondern die Mikro- 
heterogenitat, welche von den in Lecithin gleichmaBig verteilten, feinen 
Cholesterinteilchen herriihrt. Nach unserer Kenntnis hingt die GréBe diese: 
Cholesterinteilchen, die auBerordentlich fein sein kénnen, oder relativ grob, 
von den Abdunstungsbedingungen ab. Allerdings sind diese Partikel nur 





Abb. 4a. Abb. 4b. 


in den Praparaten sichtbar, bei denen die in dem Gesichtsfeld befindliche 
Substanzmasse ziemlich groB ist (Abb. 4a), wahrend diejenige von un- 
gefihr BlutkérperchengréBe keine Inhomogenitét erkennen laBt (Abb. 4b). 
Der Grund dafiir diirfte auf physiologisch-optische Erscheinungen zuriick- 
zufiihren sein. Die Helligkeit der Teilchen wird durch gegenseitige Be- 
leuchtungen verstirkt, daher hangt die Sichtbarkeit von ihrer Massen- 
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haftigkeit ab. Analogerweise ist es sehr schwer, im dunklen Nachthimmel 
einen einzigen schwach leuchtenden Stern zu finden, leicht ist hingegen, 
die Gruppe derselben zu bemerken; auch tiberstrahlt, bei kleinen Priapa- 
raten, der helleuchtende Rand die schwach leuchtenden Partikel im Innern. 

Wie schon im vorigen Abschnitt erwahnt ist, besitzt das auf dem Deck- 
glaschen hergestellte Gemisch zuweilen auch solche Partikelchen. 

4. Cholesterin list sich in Lecithin. 

Man bringt auf einen Objekttrager etwas Lecithin bzw. teilweise ge- 
quollenen Lecithin!) in diinner Schicht; ferner ]a48t man einen Tropfen 





Schmelzende 
Cholesterin- 
krystalle 


Lecithin 


Cholesterinkrystall 
Abb. 5. 


alkoholische Cholesterinlésung (0,2°) auf einem Deckglas verdunsten 
und auskrystallisieren. Hierauf werden die beiden Glaser ohne Druck 
aufeinander gelegt und ultramikroskopiert. Die Cholesterinkrystillchen 
beginnen hier und dort zu schmelzen wie Wachs durch Hitze und ver- 
schwinden schlieBlich nicht ganz, aber fast spurlos; kaum sichtbare Ab- 
driicke lassen sie zuriick. Diese scheinen aus zahllosen auBerst kleinen 
Piinktchen zu bestehen und nur sehr langsam zu dispergieren (Abb. 5). 

Lecithin und Cholesterin bilden somit ein disperses System; Lecithin 
als Dispersionsmittel, Cholesterin als disperse Phase. Das disperse System 
ist das gleiche, ob es aus alkoholischer Lésung oder durch direkte Mischung 
entstanden ist. 

IV. Das Lecithin-Cholesterin-Gemisch (Deckglas-Priparate) 

(siehe Abschnitt III, 1). 

1. Destilliertes Wasser. 

Beobachtet man ultramikroskopisch ein Praiparat?) mit einem Tropfen 
Wasser, so bleibt das Gesichtsfeld zunichst dunkel, aber nach einigen 

1) Um dies herzustellen werden ca. 2 Teile Lecithin mit ca. 1 Teil 
Wasser fest zusammengerieben. Fiir vorliegenden Zweck wihlt man besser 
das gequollene Lecithin. 

2) Man vermeide jeden mechanischen Druck auf das Deckglas. 

4* 
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Minuten lésen sich am Rand schwach leuchtende gequollene Lecithin- 
teilchen los, bald in Kugelform von verschiedener GréBe, bald in Myelin- 
form. Gleichzeitig bemerkt man auch, daB viele helleuchtende Cholesterin- 
partikel durcheinander mit Lecithinkiigelchen lebhaft tanzend auftreten. 


Tanzende Cholesterinpartikel in Lecithinkugel 


Lecithinkugel 


Lecithinkugel 


Cholesterin- 
partikel 





Abb, 6, 


AuBerdem beobachtet man oft, aber nicht immer, daB ein oder mehrere 
Cholesterinpartikel innerhalb der einzelnen Lecithinkiigelchen verharren 
und lebhaft darin tanzen. Das Aussehen ist ungemein ahnlich dem bei der 
Hamolyse von Blutkérperchen durch Wasser und Sublimat (Abb. 6)'). 

Diese Erscheinung ist nichts 
anderes als eine Ent mischung 
von Lecithin und Cholesterin, be- 
dingt durch die Quellung des Le- 
cithin im Wasser. 

2. Physiologische Kochsalz- 
lésung (0,85 proz.). 

Wird physiologische Koch- 
salzlésung an Stelle des destillierten 
Wassers in dem vorigen Versuch 
angewendet, so ist die Erscheinung 
ganz anders. Auch in diesem Falle 
treten die gequollenen Lecithin- 
kiigelchen auf; das einzelne Kiigel- 
chen ist stairker leuchtend, je- 
doch sind keine Cholesterin- 
partikel sichtbar: mit anderen Worten, die Entmischung bleibt 
véllig aus (Abb. 7). Dies zeigt, daB das Lecithin-Cholesterin- 
gemisch von Wasser und Salzlésung verschieden beeinfluBt wird. 
Durch die Einwirkung des Wassers zerlegt sich das Lecithin-Cholesterin- 





Abb. 7. 


1) Vgl. Bechhold und Kraus, diese Zeitschr. 109, 226. 1920, 
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gemisch in seine Komponenten, nicht aber durch physiologische Kochsalz- 
lésung. 

3. Um diese Beobachtung zu bestitigen, haben wir noch folgendes 
versucht. In zwei kleine Reagensgliser bringt man etwas Lecithin-Chol- 
esterin, hergestellt nach der in Abschnitt III, 2 beschriebenen Methode, 
setzt dazu reichlich Wasser resp. physiologische Kochsalzlésung und laBbt 
einige Stunden ruhig stehen. Dann riihrt man sorgfaltig den Inhalt beider 
Reagensglaser mit einem Glasstab um, bis man eine Emulsion erhalten hat. 
Werden nun die beiden Emulsionen ultramikroskopisch untersucht, so 
findet man das gleiche Ergebnis wie beim Deckglaspriiparat: die wasserige 
Emulsion besteht aus drei Phasen (Wasser, Lecithinkugeln, Cholesterin- 
partikel), wahrend die in physiologischer Kochsalzlésung nur zwei Phasen 
(Salzlésung, Lecithin-Cholesterinkiigelchen) besitzt. Auch hier leuchtet die 
Lecithinkugel nur schwach und die Lecithin-Cholesterinkugel stairker. Die 
Erscheinung ist gleich der bei der Himolyse, durch Wasser, hypotonische 
Kochsalzlésung oder Sublimat, wo in und um das Kérperchen zahllose, hell- 
leuchtende, tanzende Piinktchen auftreten (Bechhold und Kraus l.c.), 
die den erwihnten Cholesterinpartikeln ganz ahnlich sind (Abb. 6, 7). 

Diese Ahnlichkeit drangt zu der Annahme, daf die Entmischung 
zur Himolyse in enger Beziehung steht. 

4. Mit Lipoiden impragniertes Papier. 

Einst hat Pascucci') kiinstliche Lipoidmembranen hergestellt und 
ihre Permeabilitaét gegeniiber Haemolytica untersucht. In jener Arbeit 
wurde das Verhalten der Lipoidmembranen hauptsichlich makroskopisch 
gepriift. Unser Ziel war, das Lipoidgemisch in Membranform ultramikro- 
skopisch zu untersuchen, um zu sehen, ob dieselben Vorgiinge, wie an dem 
bloBen Gemisch durch Wasser bzw. Kochsalzlésung hervorgerufen werden. 

Wir trankten Reispapier mit jener alkoholischen Lésung von Lecithin 
und Cholesterin und lieBen an der Luft trocknen. Ein Stiickchen dieses 
impragnierten Papiers wurde in ein Uhrglas gelegt und mit etwas Wasser oder 
Salzlésung iiberdeckt. Nach einiger Zeit wurde eine Probe Fliissigkeit her- 
ausgenommen und unter dem Ultramikroskop gepriift. Die Ergebnisse 
sind in der folgenden Tabelle II enthalten. 

Man sieht, daB die Lipoide sich in physiologischer Kochsalzlésung 
weit langsamer von dem Papier loslésen als in reinem Wasser. Sekundar 
erfolgt dann im Wasser die Entmischung des Cholesterins vom Lecithin, 
die in physiologischer Kochsalzlésung ausbleibt. 


V. Definition der Entmischung im engeren Sinne. 


Wie schon oben erwihnt wurde, diirfte Cholesterin disperse Phase 
im Lecithin als Dispersionsmittel sein. Zugleich muB man wiederum betonen, 
da8B dasselbe weder ein einfaches mechanisches Gemisch noch eine homogene 
feste Liésung ist. Wie ultramikroskopisch beobachtet, quillt zunachst das 
Gemisch durch die Einwirkung des Wassers bis die Konsistenz des ge- 
quollenen Lecithins so vermindert ist, daB die Cholesterinteilchen Brownsche 


1) Pascucci, Beitr. z. chem. Pathol. u. Physiol. 1. c. 
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Tabelle II. 
Versuche mit imprigniertem Papier. 4 ccm des impragnierten 
Reispapiers fiir jeden Versuch. 
Lecithin 1 Teil : Cholesterin 1 Teil. 





Versuchs- |. |)———__- 
nummer ||Menge, Wirkungs- | 


6 


Destilliertes Wasser Physiol. NaCl-Lésung (0,85°,) 





ultramikr. Bild Menge, Wirkungs- 
com dauer_ | ccm dauer 


30 Min. | Kiigelchen 

| 30 Min. | Kiigelchen 
0,2 . 30 Min. | Lecithin-Kugeln +++] 0,2 9 30 Min. | Kiigelchen 
Chol.-Partikeln 44 
Lecithin-Kugeln + ++] 0,2 | 1 Std. 


0,2 1 Std. Kiigelchen 


ultramikr. Bild 


| Chol.-Partikeln - 


++ 


0,2 | 12/, Std. 
0,2 | 3Std. 


0,2 5 Std. 


Chol.-Partikeln chet 
Lecithin-Kugeln + ++ 
Chol.-Partikeln +4 
Lecithin-Kugeln + + + 
Chol.-Partikeln + +. 
Lecithin-Kugeln +++ 


3 Std. 


bho 


1 

1 

0 

0 

0,2 | 1%/, Std. 
0.5 

0 


’ 
’ 
’ 


Chol.-Partikeln 
Kigelchen +++ 
Chol.-Partikeln 
Kiigelchen +++ 
Chol.-Partikeln — 
Kiigelchen +++ 


2 | 5Std. 
Chol.-Partikeln ++ 


+++ viel, ++ wenig, + Spur, — 0. Blinde Versuche, die nur mit 
Papier und H,O ausgefiihrt wurden, lieSen nichts erkennen. 








Beweglichkeit annehmen kénnen. Solch ein Verschwinden des physiko- 
chemischen Kolloidzusammenhangs zwischen den beiden Substanzen nennen 
wir ,,Entmischung“. 

Die Entmischung wird experimentell dadurch festgestellt, daB man 
unter dem Ultramikroskop bei Behandlung des Gemisches mit 
denin Betracht kommenden Lésungen die Cholesterinteilchen 
aufleuchten und in Brownsche Bewegungen iibergehen sieht. 


VI. Entmischung und Salzkonzentration. 


Unsere Erfahrung lehrte uns, daB die Entmischung im wesentlichen 
vom Quellungsgrade des Lecithin herriihrt und der Quellungsgrad von der 
Salzkonzentration abhangig ist. So haben wir mit Kochsalzlésungen ver- 
schiedener Konzentration die Entmischung ultramikroskopisch ermittelt. 


Tabelle III. 


NaCl-Konz. % Entmischung 
ee ag a a ew ips enue oe 
| SPR re cee eee Pe ne ee 
wk be eh Rd eee 
ee 5 ne ee ee RS we ae 
0,8 . 
5,0 . 


Danach ist eine Entmischung nur in Konzentrationen unter 0,5% 
erkennbar. Bei 0,6%, ist sie undeutlich. 


Chol.-Partikeln — 
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VII. Entmischung durch verschiedene isosmotische Salzlisungen. 


Die folgende Tabelle zeigt die Verhaltnisse bei anderen Salzlésungen, 
die mit physiologischer Kochsalzlésung theoretisch isosmotisch sind. Ein 
Stiick erbsengroBes Lecithin-Cholesterin wird in ein Reagensglas getan 
und demselben 5ccm Salzlésung zugesetzt. 


Tabelle IV. 


Salzlésung (theoretisch isosmotisch Entmischung 
mit 0,85 proz. NaCl-Lésung) (nach 245 beobachtet) 

NaCl 
Na,CO, 
Na,SO, 
NaNO,. 
KJ Pe oe oe 
Ringersche Lésung 
HgCl, (2,6 proz.) 


schwach + Spur 


Aus dieser Versuchsreihe kann man den SchluB ziehen, daB bei theo- 
retischer Isotonie der verschiedenen Salzlésungen der Entmischungsvor- 
gang verschieden ist. Mit anderen Worten, die Quellbarkeit von Lecithin 
hangt nicht nur von den Salzkonzentrationen, sondern auch von der 
Art der Ionen ab. Lyotrope GesetzmaBigkeit herrscht offenbar auch hier. 


VIII. Einflu8 des Sublimats (in Gegenwart von NaCl) auf die 
Entmischung. 

Besonders interessant ist die Einwirkung des Sublimats auf die roten 
Blutkérperchen'). Deshalb wurde auch die Wirkungsweise des Sublimats 
auf Lecithin-Cholesterin ermittelt. 

Sublimatkonzentration 1 : 1000 heif®t hier 1 Gewichtsteil in 10C0 cem 
physiologischer Kochsalzlésung “gelést. 


Tabelle V. 


HgCl,-Konzentration Entmischung 
OS i es pee 
a eee oe Ultramikroskopische Bilder 
Ae. Al a Be sind gleich den mit phy- 
OR CS es a a siologischer NaCl-Lésung 
eee es. an , teae behandelten. 
1: 100000 . 





Hier ist kein besonderer EinfluB des Sublimats auf die Lipoide 
erkennbar. 


1) Vgl. Bechhold,. Arbeiten aus dem Institut fiir experimentelle 
Therapie und dem Georg Speyer-Hause zu Frankfurt a. M. H.11. 1920. 
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IX. Einwirkung von Saponin auf Lecithin-Cholesterin. 


Die Einwirkung von Saponin auf Lecithin-Cholesterin wurde beriick- 
sichtigt, da Saponin ein hervorragendes Himolyticum ist. Es wurde ein 
Tropfen der Lésung (1 Teil Saponin in 1000 Teilen physiologische NaCl- 
Lésung) auf ein Deckglaspriparat gebracht. Das entstehende ultramikro- 
skopische Bild erscheint nur miaBig hell leuchtend und weist eigenartige, 
feine Mikrostruktur auf, die an die mit einer Lupe vergréBerte Schnittober- 
fliche des GuBeisens erinnert. Dieses Bild bleibt stundenlang unverandert, 
ohne daB Lecithin- oder Cholesterinpartikel frei werden. Wird ein Tropfen 
Wasser am Rand des Deckglases zugegeben, so kommen die schwach leuch- 
tenden Lecithinkiigelchen und mehrere gréBere helleuchtende Bruchstiicke 
schwimmend hervor. Klopft man leicht an das Praparat, so wird die zuerst 
gesehene Mikrostruktur von dem Deckglas frei. Es macht den Eindruck, 
daB Lecithin-Cholesterin durch Saponin koaguliert und voriibergehend un- 
quellbar geworden. Wenn dies der Fall ist, so fragt es sich, welcher Be- 
standteil, Lecithin oder Cholesterin, mit Saponin in Reaktion tritt. Dariiber 
geben die nichsten Versuche Auskunft. 

Ein Tropfen der alkoholischen Lecithinlésung (0,5 proz.) wird auf einem 
Deckglas verdunstet und dann ein Tropfen der Saponinlésung dazu gegeben. 
Dieses Praparat zeigt unter dem Ultramikroskop ein Bild, das dem obigen 
fast gleicht, nur weniger hell ist. Hingegen bleibt ein Mikropriparat mit 
Cholesterin stets unverindert mit Saponin. Somit ist es das Lecithin, 
welches mit Saponin in Reaktion trat. Allerdings, soweit Lecithin-Chol- 
esterin ein Kolloidsystem ist, diirfte der disperse Zustand des Cholesterins 
von dem Saponin als sekundire Reaktion beeinfluBt werden: Das Zusammen- 
treffen von Saponin und Lecithin (primaire Reaktion) kann als die Ursache 
der Cholesterinausflockung (sekundire Reaktion) betrachtet werden. 

Nun liegt die Sache ganz anders, wenn man die obigen Versuchsanord- 
nungen in der Weise verindert, daB die Saponinlésung zu einem Praparat 
zugesetzt wird, welches vorher mit physiologischer Kochsalzlésung behandelt 
war. In diesem Falle tritt die Entmischung auf, im Gegensatz zum ersten 
Versuch. , 

Die Lésung fiir diesen Widerspruch wird sich aus den Versuchen 
im niachsten Abschnitt ergeben. Hierbei ist auf folgendes aufmerksam 
zu machen. Bei dem ersten Versuch hat Saponin auf das ungequollene 
Lecithin-Cholesterin eingewirkt, waihrend es bei dem letzten Versuch auf 
gequollenes Lecithin-Cholesterin eingewirkt hat; schematisch 1a8t sich 
der Vorgang (in physiologischer Kochsalzlésung) folgendermaBen dar- 
stellen: 





. 



































eg Lecithin 

ane +|s oninlésun |= Saponin 

Cholesterin in pater Naas P : 
Cholesterin 
Lecithin 

Lecithin H,O . a : : 

Cholesterin + | Saponinlésung | a + | Cholesterin 
2 
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X. Einflu8 der Saponinkonzentration. 


Tabelle VI. 


(Am Deckglaspriiparat.) 


Saponin: physiol. NaCl-Lsg. Ultramikroskop. Beobachtung 
1:5000 .... . . . Koagulation; Quellung schwach. 
1: 10000. . Cholesterinausflockung; etwas Quellung. 
1: 20000 . i. 9 9 
1: 50000. . Lecithinkugel; tanzende Cholest.- 
Partikel. 
DS ROOD. arin lsine Kiigelchen; keine tanzende Partikel. 


Daraus folgt, daB bei der Verdiinnung | : 50000 die Entmischung 
auftritt, was uns jenen antagonistischen Vorgang im vorigen Abschnitt 
aufklairt, weil alsdann die Saponinlésung durch Quellungswasser des Leci- 
thin-Cholesterin allmahlich verdiinnt einwirkt und méglicherweise sich 
der Entmischungsverdiinnung (1 : 50 000) niahert. 


XI. Entmischung und Himolyse. 


Zur Aufdeckung der Beziehungen zwischen Entmischung und Haimo- 
iyse haben wir einige Versuche gemacht, bei welchen parallel mit Lecithin- 
Cholesterin der Vorgang an roten Blutkérperchen verglichen wurde (Tabelle 





VII—XI). 
Tabelle VII. NaCl-Lésung. 
Lecithin-Cholesterin Hammel-Blutkérperchen 

NaCl r i t 4 

. ae anzende - 4 anzende 

% ining Chol.-Partikeln cea CholL-Partikeln 

0,3 4 +4 
0,4 + 
0,5 t 
0,6 ? 
0,7 
0,8 





Das Auftreten der Cholesterinpartikel geht in beiden Fallen parallel. 


Tabelle VIII. Isosmotische Salzlésungen. 





Salzlésung (theoretisch isotonisch 





mit 0.85 proz. NaCl-Lésung) 


HgCl, 26°/, 
Hierbei zeigt sich grobe Ubereinstimmung. 


| Entmischung Hamolyse P s 
nach 24 Std. | nach 30 Std. nach 50 Std. 
beobachtet beobachtet beobachtet 
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Tabelle IX. 








Chlorealcium. 
Lecithin-Cholesterin Blutkérperchen 
CaCl Entmischung meee Himolyse 
; nach 6 Std. o —— , nach 24 Std. | easrete 

% beobachtet rites cb cates beobachtet 1 bea whic hat rea 
0,033 + + 4. 
0,066 "T t + 
0,110 | Lecithin-Koagul. + 
0,330 ke | 
0,660 
1,100 2 
3,300 ? 





Darin 1,100 ist mit 0,85°/) NaCl-Liésung theoretisch etwa isosmotisch. 


Man sieht keine Ubereinstimmung, jedoch ist zu bemerken, daB in 
beiden Fallen in derselben Zone Cholesterinpartikel sichtbar sind. 








Tabelle X. 
Saure und Alkali (in 0,85 proz. NaCl-Lésung). 

| KOH H,S0, HCl 

| sani ciate One = 

[= . Ent- Bs Ent- 7 

| Entmischung Hamolyse Sorat | Hamolyse ier Hamolyse 
"fy | + tanzende | + tanzende | + keine | + keine 

Chol.-Partikel |Chol.-Partikel Chol.-Partikel Chol.-Partikel 
” 100 + t 99 oe 9 t 39 
n/ | 4 + | +. 
; 500 } s* ** : if 
1000 bo us or + 
"/5000 








Bei Alkali gehen die Ergebnisse miteinander parallel, besonders sieht 
man schéne Ubereinstimmung des Vorkommens der Cholesterinpartikel. 
Bei Saure besteht keine Parallelitat, doch ist zu bemerken, daB keine 
Cholesterinpartikel dabei auftreten. 

Tabelle XI. 
Chloroform und Amylalkohol. 
Lésungen sind mit 0,85 proz. NaCl-Lésung hergestellt worden. 











Chloroform Amylalkohol 
Entmischung Hamolyse Entm‘schung Hamolyse 
ov an ' a rae — “Seas see 
um 21° C | + tanzende | + tanzende 
yesittigte Lésung | Chol.-Partikel |Chol.-Partikel 
wn ee ' 4 | + - 
. a,° C ” I + + 75 - 
woe, | | ¢ + 4 
MyhO- >| ~ : 
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Man sieht die Ubereinstimmung bei Amylalkohol, nicht aber bei Chloro- 
form, Das ultramikroskopische Bild von himolysierten Blutkérperchen 
sieht so aus, wie das durch Wasser himolysierte, aber ihre Gestalt ist be- 
deutend vergréBert, was zu den von Calugareanu?’) gefundenen Tat- 
sachen paBt. 


Diskussion. 

Aus den bisherigen Untersuchungen ergibt sich, daB 

1. Das optisch homogene Lecithin-Cholesteringemisch wird 
durch verschiedene Agentien entmischt. Der Mechanismus der 

intmischung ist verschieden. Wasser z. B. wirkt stark quellend 

auf Lecithin, so daB die disperse Cholesterinphase nicht mehr in 
ihrem physiko-chemischen Zustand erhalten bleibt. Mit anderen 
Worten, es gibt eine bestimmte Quellungsbreite des Lecithins, 
um Cholesterin im dispersen Zustand zu halten. 

2. Bei der Behandlung mit physiologischer Kochsalzlésung 
wird das Quellungsvermégen des Lecithins so weit beschrankt, 
daB die Cholesterinteilchen sich nicht von Lecithin trennen. Die 
Salze spielen als Gestaltbeschrinker fiir Biokolloide eine 
Rolle im Organismus. 

3. Zwischen Entmischung und Hamolyse besteht keine voll- 
kommene Ubereinstimmung, aber es ergibt sich eine bemerkens- 
werte allgemeine Regel: 

Agentien, die Lecithin-Cholesterin entmischen, 
haimolysieren rote Blutkérperchen (nicht umgekehrt). 

4. Bei isosmotischen Salzlésungen (meist Neutralsalze) hingt 
der Entmischungsvorgang nicht nur von den Konzentrationen, 
sondern auch von der Art des Salzes ab (Tabelle VIII). Die 
allgemeine Regel der Lyotropie paBt vielleicht auch hierher. 

5. Wir wissen, dafi Saponin in fast allen Konzentrationen 
himolysiert. Das gilt nicht fiir den Entmischungsvorgang 
(Tabelle V1). Allerdings haben wir in Abschnitt IX gesehen, daB, 
auf gequollenes Lecithin-Cholesterin, Saponinlésung entmischend 
wirkt. Da die Blutkérperchen gequollene Massen sind, so wire 
es méglich, daB sie von Saponin fast unabhangig, von der Kon- 
zentration himolysierbar sind. 

Nun zur Frage der Resistenz des Blutkérperchens gegen 
Saponin. Lecithin besitzt die Eigenschaft, sich mit Saponin zu 


1) Calugareanu, Die Wirkung des Chloroforms auf Lipoidsuspen- 
sionen. Diese Zeitschr. 29, 96. 1910. 
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verbinden, wodurch sekundir die darin befindliche Cholesterin- 
kolloidphase beeinflu8t und das Dispersionsvermégen des Lecithins 
fiir Cholesterin aufgehoben wird. Das ultramikroskopische Bild 
von Lecithin-Cholesterin mit Saponinlésung zeigt uns, daB Lecithin 
seine Quellbarkeit verloren hat und die Cholesterinpartikel darin 
zusammengeballt sind. Es erscheint als eine koagulierte Masse, 
ein Mosaik'), dessen Kittsubstanz durch Saponin gehirtetes 
Lecithin ist, in welches Cholesterinteilchen eingebettet sind. 
Wenn die Blutkérperchenmembran aus Lipoiden besteht, so 
folgt daraus, das diese Membran um so widerstandsfihiger gegen 
Saponin sein wird, je mehr Cholesterin darin enthalten ist. Nach 
Pascucci*) werden Cholesterinhiute von Saponin langsamer 
angegriffen als Lecithinhiute. Nach meinen Beobachtungen ist 
Cholesterin vollstindig indifferent (Abschnitt II u. IX) gegen 
Saponin unter den betreffenden Bedingungen. Dennoch bilden 
sich Cholesterinhaute indirekt erst, nachdem die Saponinwirkung 
auf Lecithin ausgetibt worden ist. Diese Cholesterinhiutchen- 
bildung gibt die Erklarung fiir die Schutzwirkung des Cholesterins, 
welche Kurt Meyer®), Rywosch‘) und Port®) gefunden haben. 

Die Reaktion zwischen Lecithin und Saponin ist reversibel 
(Abschnitt IX). Deshalb quillt das mit Saponin behandelte 
Lecithin-Cholesterin bei Zusatz von Wasser bzw. physiologischer 
Kochsalzlésung, ohne das ausgeflockte Cholesterin wieder zu 
dispergieren. Daher ist die als Nebenreaktion aufgetretene 
Cholesterinausflockung irreversibel. Dies veranlaBt uns zu der 
Meinung, daB das einmal mit Saponin behandelte Lecithin- 
Cholesterin nicht mehr den urspriinglichen Zusammenhang wieder- 
gewinnen kann, wenn auch keine isolierte Cholesterinpartikel 
darin erkennbar sind. 

6. Entmischung im weitern Sinne. 

Auch bei dem letzterwaihnten Vorgang ist der Zusammenhang 
zwischen Kolloidkomponenten verschwunden. Dieser Vorgang 
sei vorliufig als ,,.Entmischung im weiteren Sinne“ betrachtet, 


1) Vgl. R. Héber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe. 
8. 413. 1914. 

2) Pascucci, le. 

8) Kurt Meyer, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 357. 1908. 

4) Rywosch, Arch. f. d. ges. Physiol. 116, 229. 1907. 

5) Port, Dtsch. Arch. f. klin. Med. 99, 259. 1910. 
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um mit Riicksicht auf jene ,,imengeren Sinne“ zu einem allgemeinen 
Begriff zu gelangen. 

Bei der Haimolyse durch Hypertonie z. B. in 3 proz. NaCl- 
Lésung zeigt das ultramikroskopische Bild weder frei gewordene 
Lecithinkugeln noch Cholesterinpartikel, trotzdem Blutfarbstoff 
frei wird. In diesem Falle wirkt die Salzlésung auf die Blut- 
kérperchen zuerst entquellend und wird der Urzusammenhang 
zerstort, worauf der Austritt des Himoglobins folgt. Bei dieser 
Hamolyse erfolgt also Entmischung im weiteren Sinne, ungeachtet 
des Ausbleibens der Entmischung im engeren Sinne. 

7. Aus Tabelle V ergibt sich, daB die beiden Lipoide indifferent 
gegen Sublimat sind. Daher muf dessen himolytische Wirkung 
an andere Bestandteile des Blutkérperchens ankniipfen, nimlich 
die Proteine oder den Blutfarbstoff. Sublimatlésung in héherer 
Konzentration wirkt auf Hiamoglobin') stark koagulierend. 
Jedoch ist bei niedrigen Konzentrationen, z. B. 1 : 4000 bis 
1 : 200 000, die Hamoglobinflockung nicht erkennbar. Dennoch 
diirfte eine solche Lésung noch imstande sein, den Zusammenhang 
der Komponenten zu lésen, wodurch Austritt des Himoglobins 
erfolgt. Hier erkennt man die Analogie zwischen den Konzen- 
trationsbedingungen des Sublimats und des Saponins in bezug 
auf ihre hamolytischen Wirkungen, indem beide in hoéherer 
Konzentration koagulierend, in niedriger Konzentration hiaimo- 
lysierend (Tabelle VI) wirksam sind. Der Unterschied beruht 
nur darin, daB Saponin an Lecithin und Sublimat am Protein 
angreift. 

In jedem Falle sind die Vorgiinge schlieBlich nichts anderes 
als Entmischung der Kolloidkomponenten?). 

8. Einige Anwendungen der Entmischungstheorie. 

Wie schon in vorliegender Arbeit ausfiihrlich erértert worden 
ist, sind die Vorginge der Himolyse in allen Fallen auf die Ent- 
mischung der Kolloidkomponenten der Blutkérperchen zuriick- 
zufiihren. 

Hypertonie und Hypotonie, beide wirken hiamolysierend, 
erstere durch Entquellung, letztere durch Quellung des Blut- 
kérperchens: beide durch Entmischung der Komponenten. Wir 


1) Bechhold und Kraus, I. c. 


2) Vgl. Bechhold, Miinch. med. Wochenschr. 1921, Nr. 5, 8. 127 
bis 130. 
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miissen daher eine ,,vitale Quellungsbreite an dem Blutkérper- 
chen annehmen: nur innerhalb derselben kénnen die Komponenten 
ihren genuinen Zusammenhang behalten. Mit anderen Worten, 
es gibt eine obere und untere Grenze, wie in der Physik die Elasti- 
zitatsgrenze, bei deren Uberschreitung der molekulare Zusammen- 
hang verloren geht. Im Diagramm stellt sich das folgender- 
maBen dar: 

quellen entquellen 

< 


> 
Yntmischungsgebiet Pp O Entmischungsgebiet 





A Quellungsgrad B 





vitale Quellungsbreite 


A = Quellungsgrenze, B = Entquellungsgrenze. 


Alle Blutkérperchenarten haben in normalem Zustand irgend- 
einen bestimmten Quellungsgrad (spezifischer Quellungsgrad) 
innerhalb der vitalen Quellungsbreite. 

Vorausgesetzt, eine Art Blutkérperchen besitzt z. b. 0-Quel- 
lungsgrad, auf welches ein Quellungsmittel (Hypotonie) eingewirkt 
hat, dann wird dieses Blutkérperchen schwerer entmischt oder 
hamolysiert als mit dem Entquellungsmittel, weil 0-Grad der 
Entquellungsgrenze B naher ist und am P-Grad liegt die Sache 
gerade umgekehrt. Je resistenter fiir Quellungsmittel ein Blut- 
k6érperchen ist, um so empfindlicher mu8 es fiir Entquellungs- 
mittel sein und umgekehrt. 

Rywosch!) hat gefunden, daB zwischen Saponin- Hiimolyse 
und Hamolyse durch Hypotonie ein Antagonismus besteht. Je 
resistenter eine Blutkérperchenart gegen Saponin ist, um so 
empfindlicher ist sie gegen Hypotonie und umgekehrt. Wir 
zeigten schon in Abschnitt IX, daB Saponin auf Lecithin ent- 
quellend wirkt, also der Hypotonie entgegenwirkt. 

Die Schutzwirkung des Cholesterins gegen die Saponin- 
Himolyse ist schon in Diskussion 5 erértert. 

9. Neuerdings haben I. R. Brinkman und E. van Dam?) 
beobachtet, daB& die Resistenz der Kaninchenerythrocyten gegen 
Hypotonie sich durch Waschen mit physiologisch aquilibrierter 
Salzlésung erhéht (nicht aber bei Menschenerythrocyten). 


1) Rywosch, l.c. 
2) I. R. Brinkman und E. van Dam, diese Zeitschr. 108, 35—51. 
1920. 
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Diese interessante Tatsache diirfte sich durch die Ent- 
mischungstheorie erklaren lassen: 

Bringt man in eine Salzlésung etwas Lecithin-Cholesterin 
von verschiedenen Mischungsverhiltnissen, so kann man ultra- 
mikroskopisch leicht erkennen, daB das Gemisch um so leichter 
und starker quillt, je mehr das Lecithin gegeniiber dem Cholesterin 
darin tiberwiegt. Das Cholesterin wirkt also quellungshemmend 
auf das Lecithin, und zwar je mehr Cholesterin darin ist. 

Nun ist bekannt, daB Kaninchenerythrocyten zu den Blut- 
kérperchenarten gehéren, bei denen der Gehalt an Lecithin den 
des Cholesterins stark tiberwiegt: Lecithin 4,627°/,,, Cholesterin 
0,72°%/59 (nach Abderhalden). Wascht man solchen Erythro- 
cyten mit physiologisch Aquilibrierter Salzlésung, so geht ein 
Teil Lecithins weg und wird das Verhiltnis L:C erniedrigt. 
So gewaschene Kérperchen haben dann nicht mehr den urspriing- 
lichen Quellungsgrad, sondern den mehr oder weniger verringerten. 
In der Tat konnten Brinkmann und van Dam in der Wasch- 
fliissigkeit Lecithin, aber fast kein Cholesterin nachweisen. Nach 
dem oben geschilderten wurde der urspriingliche Quellungsgrad 
z. B. P des Kaninchenerythrocyten durch Waschung bis zum 
Quellungsgrad z. B. 0 verschoben: also gegen hypotonische 


Entmischung verstarkt. 



















































Ein direkter Beweis fiir die Impermeabilitaét der Blut- 
kérperchen des Menschen und des Kaninchens fiir Glucose. 


Von 


8. van Creveld und R. Brinkman. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Reichsuniversitét zu Groningen.) 
(Eingegangen am 13. April 1921.) 


I. Einleitung. 


Die Frage der Verteilung der Glucose zwischen Blutkérperchen 
und Plasma, die man in der Literatur in so vielen Arbeiten be- 
handelt findet, ist durch Untersuchungen von rezentem Datum 
wieder aktuell geworden. Am Ende des Jahres 1919 hat der eine 
von uns zusammen mit Fri. E. van Dam eine Arbeit veréffent- 
licht'), worin deutlich angezeigt wurde, daB die Durchlassigkeit 
der Blutkérperchen fiir Glucose mit dem GerinnungsprozeB sehr 
eng verkniipft ist und daB man die Blutkérperchen des Frosches 
und des Menschen impermeabel fiir Glucose findet, wenn man 
nur den allerersten Anfang der Gerinnung zu verhindern weiB. 
Fiir die Froschkérperchen gelang es, die physiologische Impermea- 
bilitat durch direkte chemische Analyse nachzuweisen. 

Fiir die Blutkérperchen des Menschen konnte damals ein 
solcher direkt chemischer Beweis noch nicht gegeben werden. 
Durch osmotische Versuche war das aber konstant der Fall, und 
es wurde die Meinung ausgesprochen, daB alle Autoren, die mit 
derselben Methode arbeitend, zu anderen Resultaten gekommen 
waren, Blut benutzt hatten, dessen Gerinnungsanfang nicht ver- 
hindert worden war. 

Kurze Zeit nach dieser Veréffentlichung erschien in dieser 
Zeitschrift eine Arbeit von Falta und Richter - Quittner?) 


1) R. Brinkman und Fri. E. van Dam, Arch. internat. de physiol. 
15, 105. 1919. 
2) Diese Zeitschr. 100, 140. 1919. 


Biochemische Zeitschrift Band 119. 











i 
4 
¢ 





66 S. van Creveld und R. Brinkman: 


iiber die Verteilung des Zuckers, der Chloride und der Reststick- 
stoffkérper auf Plasma und Korperchen im strémenden Blute. 
Auch diese Autoren kamen zu dem SchluB, da8B im strémenden 
Blute von Menschen sich der Zucker ausschlieBlich im Plasma 
befindet. Die von ihnen angewandte Methode war als eine direkt 
chemische zu betrachten, indem sie den Gehalt des Gesamtblutes 
und des Plasmas an Zucker bestimmten und aus diesen beiden 
Werten das Blutkérperchenvolumen berechneten fiir den Fall, 
daB aller Zucker sich im Plasma befiinde. Das so berechnete 
Blutkérperchenvolumen stimmte nun in einer groBen Anzahl 
von Fallen mit dem mittels des Haiamatokriten gefundenen iiberein. 

Es wird den Lesern dieser Zeitschrift bekannt sein, wie 
die Resultate der dsterreichischen Untersucher bald von ver- 
schiedenen Seiten zugleich zuriickgewiesen wurden von Auto- 
ren, die mit derselben Methode arbeitend, zu anderen Resultaten 
gekommen waren!). Das wunderte uns nicht, weil Falta und 
Richter - Quittner zur Gewinnung des Plasmas das Hirudin 
benutzt hatten. Das Hirudin wiirde im Gegenteil mit anderen 
gerinnungshemmenden Agentien (NaF, Oxalat, Citrat und Kalte) 
die Blutkérperchen impermeabel fiir Glucose halten. Mit Hirudin- 
blut arbeitend, hatten aber schon friiher andere Autoren die 
K6rperchen doch permeabel gefunden. Und in der schon zitierten 
Arbeit aus dem hiesigen Laboratorium war auBerdem angezeigt 
worden, daB im Hirudinblut die Kérperchen nur impermeabel 
gefunden werden, wenn die ersten Phasen der Gerinnung vor- 
gebeugt sind). 

Wenn es Falta und Richter- Quittner trotzdem gelungen 
ist, mit Hirudinblut die Impermeabilitaét in vielen Fallen zu 
finden, so meinen wir das nicht der Verwendung des Hirudins 
zuschreiben zu miissen, sondern der sofortigen Trennung von 
Plasma und Kérperchen durch schnelles Zentrifugieren. Ob man, 
auf diese Weise arbeitend, die Kérperchen tatsichlich konstant 
impermeabel fiir Glucose findet, darf aber nach den vielen nicht 
gelungenen Experimenten, die mit Hirudinblut gemacht wurden, 
bezweifelt werden. 

Die groBe theoretische und praktische Bedeutung der vor- 
liegenden Frage macht es aber notwendig, daf nur direkte 


1) Siehe u. a. diese Zeitschr. 107, 246 u. 248; 112, 54. 1920. 
2) Le. §. 113. 
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chemische Beweise als einwandfrei betrachtet werden kénnen. 
Diese liegen auch nach unserer Meinung in den Versuchen von 
Falta und Richter-Quittner nicht vor. In unserem Gedanken- 
gang kénnten solche direkte Beweise nur gegeben werden durch 
eine Untersuchung von Plasma, das frei von Kérperchen direkt 
aus dem GefiBe genommen war, oder auch von Blut, das ohne 
Hinzufiigung von einem der gerinnungshemmenden Agenzien er- 
halten und auferhalb des Korpers noch ganz fliissig geblieben 
war. Der Zuckergehalt des Plasmas sollte, falls die Kérperchen 
impermeabel waren, ungefahr!) berechnet werden kénnen aus dem 
totalen Blutzuckergehalt und dem Blutkérperchenvolumen. 

Es ist uns gelungen, erst beim Kaninchen, dann beim Men- 
schen Plasma auf beiderlei Weise zu erhalten und dann die Im- 
permeabilitat der Blutkérperchen fiir Glucose auch auf direkt 
chemische Weise anzuzeigen. 


II. Bestimmung vom Zuckergehalt des Plasmas, das aus einer aus dem 
Kérper isolierten Vene jugularis erhalten wurde, beim Kaninchen. 


Fir die direkte Gewinnung von Plasma aus einem BlutgefaiB 
dachten wir beim Kaninchen anfangs bei weiblichen Tieren — 
insbesondere bei weiblichen trachtigen Tieren — die Eigenschaft 
der schnellen Senkungsgeschwindigkeit der Kérperchen benutzen 
zu kénnen*). Wir haben einige Male bei einem Kaninchen, das auf 
einem Brett aufgebunden war, das Ohr vertikal ruhig gestellt und 
einen Teil einer Randvene ohne sichtbare Anastomosen ab- 
geklemmt. Es ist uns aber nicht gelungen, auf diese Weise Sedi- 
mentierung zu bekommen, vielleicht weil doch noch kleine Ana- 
stomosen waren. 

Kine andere Methode fiihrte bei diesen Tieren aber bald zum 
Ziel. Arthus*) hat gefunden, da8, wenn man Blut in einer 
aus dem Koérper genommenen Vene bewahrt, die an beiden 
Enden ligiert worden ist, das Blut in dieser Vene fliissig bleibt 
und — was fiir unsere Frage auch von groBer Bedeutung ist — 


1) Wir sagen ,,ungefahr‘‘, weil wir fiir den Moment annehmen wollen, 
daB die Kérperchen wohl an der sog. Restreduktion Anteil nehmen. Mit 
der von uns verwendeten Bangschen Methode bestimmt, ist diese aber fiir 
das ganze Blut sehr gering (siehe R. Ege, diese Zeitschr. 107, 229. 1920). 

2) Fahraeus, diese Zeitschr. 89, 355. 1918. 

8) Arthus, Arch. de physiol. 1891—1892. 
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auch keine Glykolyse zeigt. Diese Methode, ungerinnbares 
Plasma zu erhalten, wurde praktisch bisher allein an der Vena 
jugularis des Pferdes ausgefiihrt, und sie ist bekannt als die 
Methode der Jugularis. Wir haben sie 2mal bei Kaninchen 
versucht, um reines Plasma zu erhalten. Auf folgende Weise 
wurde dabei gearbeitet. Die V. jugularis ext. wurde auf einer 
Seite iiber eine Lange von wenigstens 4 cm bloBgelegt, vom Nach- 
bargewebe los prapariert und das gréBte Stiick, das zwischen 
2 einmiindenden Venen zu sehen war, an beiden Enden doppelt 
ligiert. Dann wurde das Stiick, das in beiden Fallen eine Lange 
von + 2%/,cm hatte, aus dem Kérper genommen und vertikal 
gehalten. Weil die Absetzung der Blutkérperchen zu lange dauern 
wiirde, wenn die Vene aufgehangen wurde, haben wir sie in einem 
kleinen Zentrifugeréhrchen, worin die Vene gerade bis an den 
Boden reichte, schnell zentrifugiert. Nach einigen Minuten war 
dann durch die Vene deutlich eine scharfe Trennung von dunkler 
Blutkérperchenmasse und ganz leichtgelbem, lichtdurchlissigem 
Plasma zu sehen. Das GefaiB wurde dann in der tiefsten Plasma- 
schicht abgeklemmt, das obere Stiick sofort angestochen und das 
austropfende fliissige Plasma auf 2 Bangsche Papierchen auf- 


.gefangen. In beiden Versuchen erhielten wir genug Plasma um 


zuverlassige Doppelbestimmungen des Plasmazuckers zu machen. 
Bei demselben Kaninchen wurde ungefahr zur selben Zeit Blut 
aus einer Ohrvene genommen und das relative Volumen der Blut- 
kérperchen bestimmt. Das Resultat der 2 Versuche war folgendes : 











| | b) totaler Blut- d) Berechn. Plasma- 
Versuch 0) Fecmesneker } : sae - °) Fann Root aus b und c 
in % in % cy in % 
1 | 0266 | 0,194 97 0.2657 
nm | 0955 0,1935 27 0,265 








Wir sind also mit einer fast tiberraschenden Genauigkeit- mit 
der Jugularismethode zu dem Resultat gekommen, daB 
der Blutzucker beim Kaninchen sich fast ausschlieB- 
lich im Plasma befindet. Zu demselben Resultat sind wir 
gekommen bei Benutzung der weiter in diesem Artikel zu be- 
sprechenden Paraffinmethode. — Notiert mu8 hier noch werden, 
da8 beide Kaninchen, in leichter Athernarkose operiert, eine deut- 
liche Hy perglykamie zeigten. Diese Hyperglykimie war also 
volistiindig auf eine Hy perglucoplas mie zuriickzufiihren. 
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Ifl. Nachweis der Impermeabilitat der Blutkérperchen des Menschen 
fiir Glucose mit der Paraffinmethode. 

Um auch beim Menschen die Permeabilitét der Blutkérper- 
chen fiir Glucose durch direkte chemische Analyse zu unter- 
suchen, haben wir anfangs auch die Gefa&imethode zur Gewinnung 
von Plasma benutzt. Auf Vorschlag von Prof. Hamburger 
wurde als menschliche Vene die Nabelstrangvene genommen. 
In der hiesigen obstetrischen Klinik wurden wihrend einiger 
Wochen ganz frische Nabelstrangstiicke zu diesem Zwecke ver- 
arbeitet, d. h. wir versuchten in der immer deutlich verfolgbaren 
Vena umbilicalis eine Trennung zwischen Plasma und Kérperchen 
hervorzubringen. Die Vene selbst war nur schwer von ihrer 
Umgebung freizupriparieren. Trotz Zentrifugieren in kleinen 
Rohrchen oder vertikalem Aufhingen von abgebundenen Nabel- 
strangstiicken ist es uns aber nur einige- Male gelungen, die ge- 
wiinschte Trennung zu bekommen. Die Ursache hiervon werden 
wohl die starken Torsionen der meisten Nabelstringe und das 
schnelle Zusammenschrumpfen der Lissen sein. Nur einmal 
haben wir bis heute in einem Nabelstrang mit abnorm wenig 
Torsionen abgetrenntes Plasma erhalten und seinen Zuckergehalt 
mit dem des totalen Nabelstrangblutes unter Beriicksichtigung 
des relativen Volums der Blutkérperchen vergleichen kénnen. 
Das Plasma zeigte dann einen bedeutenden Unterschied im 
Zuckergehalt mit dem ganzen Blut, und zwar war der Gehalt 
des Plasmas bedeutend hoher. 

Leichter zu isolieren und dann zu zentrifugieren zeigten sich 
einige dicke Venen, die regelmaBig an der fétalen Seite der Pla- 
centaroberflache zu verfolgen sind. Ein Vorteil der Benutzung 
dieser Venen war gerade, da das in ihnen enthaltene Blut auf- 
fallend lange Zeit fliissig blieb. Fiir die Lésung der Frage der Glu- 
cosepermeabilitat beim Menschen haben wir diese Methode aber 
nach kurzer Anwendung verlassen, da wir mit einer einfacheren 
und ganz einwandfreien Methode zum Ziel gelangten. Gegen 
Experimente mit Nabelstrangblut kénnte man ja auch einwenden, 
daB dieses Blut in vieler Hinsicht nicht mit normalem Menschen- 
blut gleichzustellen ist, vielleicht auch insoweit es sich auf die 
Zuckerverteilung bezieht. 

Die einfache Methode, die wir dann angewendet haben, 
war eine Paraffinmethode. Als Mittel, die Gerinnung des 
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Plasmas zu hemmen, ohne da8 man einen der bekannten Stoffe 
hinzufiigt, kennt man schon lange das Auffangen in gut gereinigten 
und durch Paraffinieren absolut glatt gemachten Rdéhrchen. 
Indem man nun kleine, schmale, paraffinierte Réhrchen ver- 
wendet, kann das darin aufgefangene Blut durch schnelles Zentri- 
fugieren getrennt werden in Kérperchen und Plasma, ohne daB 
Gerinnung einzutreten braucht. In gréBeren paraffinierten 
Rohrchen trat bei Zentrifugieren sehr oft Gerinnung auf. Die 
Weise der Plasmagewinnung fiir die Zuckerbestimmung war ganz 
einfach. 

Aus der gut gereinigten Fingerbeere lieBen wir durch einen 
tiefen Stich mit der Franckeschen Nadel einige Tropfen Blut 
in 2 kurz vorher paraffinierte Réhrchen fallen. Diese wurden 
dann schnell zentrifugiert wahrend einer oder 2 Minuten und 
dann das Plasma mit einer paraffinierten Pipette abgesogen und 
auf Bangsche Papierchen gebracht. Zugleich wurde dann Blut 
aufgefangen fiir eine Gesamtblutzuckerbestimmung und eine 
Bestimmung des relativen Blutkérperchenvolums. 

In einer Anzahl von diesen Versuchen, bei einigen gesunden 
Personen zu willkiirlichen Zeitpunkten gemacht, wurden folgende 
Resultate erhalten: 























Zucker im Zucker im Volum der Zucker im Plasma 
gesamten Blut Plasma Blutkérperchen (berechnet) 
in % in % in % in % 
0,117 0,178 38 0,188 
0,103 | 0,161 39 0,169 
0,110 0,165 38 0,180 
0,135 0,223 43 0,237 
0,137 0,192 38 0,221 
0,111 0,188 41 0,190 


Unserer Meinung nach wird durch diese Resultate 
der direkte chemische Beweis fiir die Impermeabilitat 
der roten Blutzellen des gesunden Menschen gegeben. 

Mit dieser Tatsache wird man bei Blutzuckerbestimmungen 
unter physiologischen und pathologischen Verhaltnissen in Zukunft 
rechnen miissen. Die sogenannten physiologischen Schwankungen 
des relativen Kérperchenvolums (wie sie z. B. durch Wasser- 
aufnahme und Schwitzen auftreten kénnen) miissen einen Einflu8 
haben auf die totalen Blutzuckerkonzentratiorien. Dasselbe 
wird auch fiir pathologische Fille (Nephritis) zutreffen. Fiir die 
Beurteilung einer Hyper- oder Hypoglykiimie ist es deshalb 
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notwendig, da8 der Blutplasmazuckergehalt bestimmt wird. Das 
kann geschehen durch Verwendung der von uns angegebenen 
einfachen Paraffinmethode oder dadurch, daB immer neben dem 
totalen Blutzuckergehalt eine Bestimmung des relativen Volums 
der Koérperchen gemacht wird. 
Weiterhin ist es wichtig, daB bei der Bestimmung des Sekre- 
tionskoeffizienten der Glucose, wie das Ambard!') und seine 
Schiiler machen, in der Formel nicht die Glykamie, sondern die 
Gluco plas mie eingefiihrt wird. Wir sind geneigt anzunehmen, 
daB das scheinbare MiBverhiltnis, welches zwischen, den Glucose- 
konzentrationen im Blute und im Harne besteht, auf die Nicht- 
beriicksichtigung der Glucoplasmie zuriickzufiihren ist, obwohl 
unserer Meinung nach auch die Fraktion des gebundenen Zuckers 
hier eine Rolle spielt. 
SchlieBlich méchten wir noch zuriickkommen auf die véllig gegen- 
streitigen Meinungen*), die iiber die Zuckerpermeabilitét der roten Blut- 
kérperchen, speziell des Menschen, veréffentlicht wurden. Die Zahl der 
Tiere, fiir welche eine im strémenden Blute bestehende Glucosepermea- 
bilitaét angenommen wird, wird kleiner, je genauer man untersucht. Das & 
Kaninchenblutkérperchen und auch das Froschkérperchen wird jetzt : 
auch allgemein als normalerweise impermeabel betrachtet. Da8 diese Kér- 
perchen aber, wie Ege behauptet, immer zuckerfrei gefunden werden, 
ist sicher nicht richtig. Das hangt nur ab von der angewendeten Methode. 
Es geht doch auch nicht an, alle Resultate friiherer Autoren, welche Zucker 
in dem Kaninchenkérperchen fanden, wenn sie mit defibriniertem Blut 
oder Fluoridblut arbeiteten, als fehlerhaft zu bezeichnen. 
Auch die Kérperchen des Hundes sind jetzt impermeabel gefunden. 
Nur fiir die Menschenblutkérperchen wird von Ege u. a. noch immer 
die Permeabilitét aufrecht gehalten. Ege hat neben der osmotischen Ver- 
suchsanordnung den direkten chemischen Beweis gefordert, welchen wir 


jetzt oben gegeben haben. 
Ege hat weiter in seiner letzten Arbeit*) einige Versuche und Be- 


































1) L. Ambard, Physiologie normale et pathologique des reins. 2. Aus- 
gabe. Paris 1920. 

2) Siehe u. a. Falta und Richter - Quittner, I. c. und diese Zeitschr. 
114, 145. 1921. — Ege, diese Zeitschr. 107, 246; 111, 289. 1920; 114, 
88. 1921. — Bénniger, diese Zeitschr. 103, 306. 1920. — Brinkman 
und Fri. v. Da m, diese Zeitschr. 105, 93, 108, 74. 1920. — Hagedorn, diese 
Zeitschr. 107, 248. 1920. -- Feigl, diese Zeitschr. 112, 54. 1920. — Mary 
B. Wishart, Journ. of Biolog. Chem. 44, 563. 1920. — Tachau, Zeitschr. 
f. klin. Med. 79, 421. 1914. — Gradwohl und Blaivas, Journ. Lab. and 
Clin. Med. 2, Nr. 6. 1917. 
3) Diese Zeitschr. 114, 88. 1921. 
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rechnungen gemacht, auf die wir nicht naher eingehen kénnen, weil fiir die 
Prinzipien der Berechnung wieder auf spitere Abhandlungen verwiesen 
wird. Nur das wollen wir sagen, da8 eine reine Glucoselésung (die Ege 
in seinen Versuchen anwendet) ein so unphysiologisches, die Kérperchen- 
membran schidigendes Medium darstellt, indem Ionenpermeabilitaét und 
spater auch Hamolyse auftritt, da8 die wirkliche Kérperchenpermeabilitat 
in diesem Medium nicht studiert werden kann. Da8 die von Ege erwartete 
Quellung von Menschenkérperchen in reiner Glucoselésung fast ganz aus- 
bleibt, wundert uns nicht, weil durch die entstehende Ionenpermeabilitat 
die osmotischen Druckunterschiede viel kleiner werden. 

DaB auch Tachau'), Mary B. Wishart*) u. a. die Blutkérperchen 
permeabel finden, beruht unseres Erachtens auf dem Gebrauch von de- 
fibriniertem Blut oder Fluorid- oder Oxalatblut, dessen Unzulassigkeit 
wir oben angezeigt haben. 


Zusammenfassung. 


Es wurden vergleichende Glucosebestimmungen im Voll- 
blute und im Plasma von Kaninchenblut und Menschenblut 
gemacht. Wenn das Plasma ohne Eintritt der Gerinnung gewonnen 
war, nach der Jugularismethode beim Kaninchen oder nach der 
Paraffinmethode beim Menschen, zeigten sich die Kérperchen 
immer glucosefrei. 

Die abweichenden Resultate anderer Autoren wurden auf 
methodische Ursachen zuriickgefiihrt. 


YLe 
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Versuche tiber Vorkommen und Wirkung der Saccharo- 
phosphatase im Pflanzenorganismus. 


Von 
Antonin Némee und Frantisek Duchoi. 


(Aus der biochemischen Abteilung der Staatlichen Versuchsanstalt fiir 
Pflanzenproduktion in Prag.) 


(EHingegangen am 13. April 1921.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Phosphorstoffwechsel des pflanzlichen Organismus wurden 
bestimmte Enzyme nachgewiesen, welche besonders in der Mobil- 
machung der Reservestoffe des Samens und in der inneren Er- 
naihrung der Pflanzen wichtige Aufgaben erfiillen, indem sie den 
esterartig gebundenen Phosphor hochmolekularer Zellbestandteile 
in Form anorganischer Phosphorsaure abspalten. Diese Fermente 
— die Phosphatasen — entfalten ihre Wirkungen nicht nur auf 
die in der Natur wirklich vorkommenden Bestandteile der phos- 
phorhaltigen EiweiSkérper, Lipoide und Nucleinsaiuren, sondern 
sie kénnen solche Umwandlungen auch an kiinstlich dargestellten 
Phosphorsaureestern vollbringen. So wurde gezeigt, daB synthe- 
tisches glycerinphosphorsaures Natron durch Enzyme der Hefen’) 
und ruhender Samen der héheren Pflanzen?) kraftig zerlegt wird, 
obzwar seine chemische Konfiguration von der der natiirlichen 
Spaltprodukte der Lipoiden verschieden ist. Bei den Nucleo- 
proteine spaltenden Fermenten hat man*) die Anteilnahme der 
Nucleotidasen von Cortinellus edodes an Abspaltung der Phos- 
phorsiure aus dem Natriumsalze der Nucleinsiure verfolgt. 
Aber auch die in der Natur bisher nicht beobachteten 


1) C. Neuberg und L. Karczag, diese Zeitachr. 36, 64. 1911. 

*) A. Némec, diese Zeitschr. 93, 94. 1919; Bull. Soc. chim. France 
(4), 27, 153. 1920. 

*) Kikkoji, Zeitschr. f. physiol. Chemie 51, 201. 1907. 
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Kohlenhydrat phos phorsaureester und EiweiBstoffe mit 
kinstlich eingefihrtem Phos phorsaurerest werden trotz 
ihrer kérperfremden Natur enzymatisch gespalten. 

C. Neuberg und H. Pollak!) haben durch kiinstliche 
Phosphorylierung der Saccharose das Natrium- und Calciumsalz 
der Rohrzuckerphosphorsaure bereitet, welche von E. Merck in 
Darmstadt unter dem Namen Hesperonal-Natrium und Hespero- 
nal-Calcium in den Handel gebracht werden. J. Kerb?) hat 
neuerdings nach der Neubergschen Methode das Calcium- und 
Bleisalz der Starkephosphorsaure hergestellt und dasselbe Ver- 
fahren auch auf die zwei der Starke nahestehenden Polysaccharide, 
auf das Inulin und Glykogen, mit Erfolg angewendet. In derselben 
Weise hatten friiher C. Neuberg und W. Ortel*) auf chemischem 
Wege auch Proteine, Albumosen und Peptone phosphoryliert. 
Durch die Neu bergsche Methode wird die Anbringung der Phos- 
phorsiure an solchen Stellen der zu phosphorylierenden Substanz 
bewirkt, daB durch Enzyme der lebenden Zellen die Phosphor- 
siure aus den phosphorylierten Objekten abgespalten wird. 
So haben C. Neuberg und K. Djenab‘) nachgewiesen, daB in 
untergirigen sowie obergiirigen Hefén ein Enzym vorhanden ist, 
welches aus der Lésung saccharophosphorsaurer Salze Phosphate 
in reichlicher Menge abspaltet. Die saccharophosphorsauren 
Salze werden von lebenden Hefen unter Abspalten von Phosphaten 
vergoren: bei Gegenwart von Zellgiften unterbleibt aber die 
Girung und es tritt die reine Saccharophosphatasewirkung zutage. 
Unter diesen Umstinden erfolgen zwei Enzymhydrolysen nebenein- 
ander: die Wirkung der Phosphatase neben der enzymatischen 
Zerlegung der abgespaltenen Saccharose durch Invertase der 
Hefe. Die Phosphatasewirkung kann aber bei Anwendung reiner 
Enzympriaparate von der hydrolytischen Spaltung der Kohlen- 
hydrate abgetrennt werden. So vermochte Kerb (I. c.) das 
Calciumamylophosphat durch Takadiastase fermentativ zu 
hexosemonophosphorsaurem Salz ohne Phosphatabspaltung ab- 
zubauen. 


1) C. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 23, 515. 1910; 26, 
514. 1910. — Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 43, 2060. 1910. 

2) J. Kerb, diese Zeitschr. 100, 3. 1919. 

3) C. Neuberg und W. Ortel, diese Zeitschr. 60, 491. 1914. 

4) C. Neuberg und K. Djenab, diese Zeitechr. 82, 391. 1917. 
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In der vorliegenden Arbeit haben wir die Verbreitung 
der Saccharophosphatase in ruhenden Samen héherer 
Pflanzen und ihre Wirkungen unter gewissen Reaktionsbedin- 
gungen studiert. Zu unseren Versuchen wurde teils das Natrium-, 
teils das Calciumsalz der Neubergschen Rohrzuckerphosphor- 
siure verwendet. 

Das Natriumsaccharophosphat C,.H,,0,,OPO,Na enthilt theoretisch 
15,24% P,0,. Die Bestimmung mittelst der Neumannschen Verbrennungs- 
methode hat ergeben: 

15,39% und 15,35%, im Mittel 15,37% P,O,. 

Das saccharosephosphorsaure Calcium C,,.H,,0,,0PO,Ca enthalt nach 
Berechnung 15,43% P,O,. Bei der Analyse wurde in Ubereinstimmung 
mit dem theoretischen Werte 15,46% P,O, als Mittel zweier Analysen 
gefunden. 

Versuche mit Natriumsaccharophosphat. 

Diese Versuche wurden in folgender Weise angestellt: 

10g feingemahlener Samen wurden in Erlenmeyerkolben 
mit 100 ccm 5proz. Natriumsaccharophosphatlésung und 5 cem 
Toluol zusammengebracht. Nach 6tigigem Verbleiben im Brut- 
schrank bei 38°C wurde der Versuch abgebrochen, der Kolben- 
inhalt am Wasserbade zwecks Beseitigung der EiweiBstoffe auf- 
gekocht und nach Erkaltung filtriert. In 20ccm des klaren 
Filtrates wurde die Phosphatabspaltung durch Fiallung mit 
Magnesiamischung bestimmt. In weiteren 10 evtl. 20 cem wurde 
gleichzeitig das Reduktionsvermégen mit Fehlingscher Lésung 
ermittelt, um die Invertasewirkung der Samen zu verfolgen. 

Gleichzeitig wurden zwei Kontrollversuche ausgefiihrt: 

1. 10 g Samenmehl in 100 ccm Wasser + 5 ccm Toluol zwecks 
Bestimmung der autolytisch abgespaltenen Phosphorsiure. 

2. ll ccm dest. Wasser (entspricht etwa dem Volumen der 
angewendeten Samenmehle) mit 100 ccm 5 proz. Natriumsaccharo- 
phosphatlésung und 5ccm Toluol. 


Versuch mit Glycine hispida. 


Autolytisch abgespaltene Phosphorsiure aus 10g. Samen: 150,5 mg 
P,O,. 

Aus 5% Lésung Natriumsaccharophosphat wurde durch 10 g Samen- 
mehl abgespalten: 258,4 mg P,O;. 

Aus 5% Lésung Natriumsaccharophosphat nach vorheriger Er- 
wairmung des Samenmehles in 100 ccm Filiissigkeit am Wasserbade auf 
96°C wihrend 20 Minuten: 1,2 mg P,O,. 
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Die Enzymtatigkeit sowie die Abspaltung der Phosphorsaure 
aus den Reservestoffen bei Autolyse des Samens wird durch Er- 
wirmung der Reaktionsfliissigkeit am Wasserbade auf 96°C 
volistindig vernichtet. Wird aber das Samenmehl vor dem Ver- 
suche langere Zeit im Trockenschrank einer héheren Temperatur 
ausgesetzt, so wird die Enzymtatigkeit nicht zerstért. 

Das Samenmehl von Glycine hispida, Lupinus luteus und 
Hordeum distichum wurde vor dem Versuche im Trockenschrank 
1 Stunde auf 110°C erhitzt, 5g Samen mit 100ccm 5proz. 
Natriumsaccharophosphatlésung und 5 cem Toluol vermischt und 
6 Tage bei 38° C im Brutschrank belassen. Die Versuchsresultate 
sind aus folgender Tabelle ersichtlich: 


Tabelle I. 





























Menge P,O, abgespalten 
5 g Samen durch Autolyse pret am sat ae 
in mg inmg | nme | in% 
Glycine hispida .. . 102,7 283,9 181,2 | 23,57 
Lupinus luteus ... | 54,5 172,6 1181 | 15,36 
Hordeum distichum . . | 35,7 137,8 102,0 | 13,27 


Die Saccharophosphatase wurde nach der friiher angegebenen 
Methode in zahlreichen Samenorganismen nachgewiesen, wie aus 
folgender Ubersicht zu ersehen ist: 


Tabelle II. 











Menge P,O, in mg, abgespalten aus of 
10 g Samen nach 6 Tagen bei 88 C BS Menge 
bei Auto-| in 6proz. | aus der Rohr- a z invertierter 
Der Same digestion | Lésung |suckerphosphor-| 243 ~ Saccharose 
in wasser.| Na-Sacch, shure 3 ‘3 

Lésung | phosphat = 


in mg in mg | in mg} in %o (ber) ing | in % 














Pinus silvestris. . .| 104,5 | 448,4 | 338,0 | 44,36 |1,6271/0,2212| 13,59 
Sinapis alba. . . .|) 111,9 | 391,4 | 279,5 | 36,68 }1,3454/0,1366) 10,15 
Brassica napus. . .|| 123,8 | 401,9 | 278,1 | 36,50 /1,3388/0,1073| 8,02 
Glycine hispida . .| 150,5 | 408,9 | 258,4 | 33,92 /1,2441/0,3821/ 30,71 


Polygon. fagopyrum |} 74,0 | 325,3 251.3 32,94 |1,2082/0,5593| 46,29 























Papaver somniferum |} 44,5 | 261,3 | 206,8 | 27,15 |0,9958/0,0096| 0,97 
Vicia faba. . . . . 109,0 | 286,1 | 177,1 | 23,24 10,8525/0,3729) 49,56 
Zea mais ..... 79,1 | 249,1 | 170,0 | 22,32 |0,8187|0,5120) 62,73 
Panicum miliaceum 61,5 | 234,8 | 169,7 | 22,28 |0,8173|0,5027| 61,40 
Sorghum 80,4 | 238,6 | 158,2 | 20,78 10,7622/0,3287| 43,12 
Phaseolus vulgaris 84,2 | 239,8 | 155,6 | 20,42 |0,7490/0,1597) 21,23 
Hordeum distichum 54,9 | 195,8 | 140,9 | 18,49 10,6782/0,2621| 38,51 
Lupinus luteus. . .| 86,8 | 209,2 | 122,4| 16,16 /0,5891/0,3921| 66,56 
Pisum sativum. . .| 45,3 | 162,7 | 117,4 | 15,41 ]0,5652/0,3738) 66,13 
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Versuche mit Caleiumsaccharophosphat. 
Bei diesen Versuchen wurden als Enzymsubstrat Samenauto- 
lysate verwendet, welche folgenderweise hergestellt wurden: 
5 g Samenmehl wurde in 100 ccm dest. Wasser unter Zusatz von 
5 ccm Toluol 24 Stunden im Brutschrank bei 37° C der Autolyse 
iiberlassen. Sodann wurde filtriert und 20 ccm des klaren Filtrats 
mit 80ccm 5proz. Lésung von Calciumsaccharophosphat ver- 
mischt, 5ccm Toluol zugesetzt und nach 6tagigem Verbleiben 
im Thermostat bei 37° C der Versuch abgebrochen. Die Zersetzung 
des Calciumsaccharophosphats ist schon nach wenigen Tagen sicht- 
bar: In der klaren Lésung scheidet sich, wie das auch Ne uberg und 
Djenab (I. c.) beschreiben, ein dicker, gallertartiger Niederschlag, 
der in manchen Fallen (Sojabohne, Senf und Raps) sehr zihe ist. 
Dieser Niederschlag wurde auf Papierfilter gebracht und mit 
dest. Wasser griindlich ausgewaschen. Im Filtrate konnte kein 
lésliches saures phosphorsaures Salz nachgewiesen werden. 

Der gallertartige Brei am Filter, welcher unldsliches Calcium- 
phosphat einschlieBt, wurde in heiBer verdiinnter Salpetersiure 
(1 : 10) am Filter gelést, im Filtrat die freigewordene Phosphor- 
siure als Ammoniummolybdat ausgeschieden und in Form von 
Magnesiumphosphat bestimmt. 

Es wurden dieselben Kontrollversuche wie in der Versuchs- 
reihe mit Natriumsaccharophosphat angestellt. 

Aus 80cem 5proz. Lésung Calciumsaccharophosphat mit 
20 cem dest. Wasser und 5 ccm Toluol wurden nach 6 Tagen bei 
37°C durchschnittlich 0,6 mg P,O,; abgespalten. 

Die Versuchsresultate geben wir in folgender Tabelle wieder. 

Aus den angefiihrten Versuchsresultaten geht her- 
vor, daB Saccharophosphatase in allen untersuchten 
Samen im reichlichen MaBe nachweisbar ist. Ahnlich 
wie bei der enzymatischen Spaltung der Glycerophosphate wurde 
auch die tiefste Zersetzung der rohrzuckerphosphorsauren Natrium- 
und Calciumsalze am meisten bei den 6l- resp. fettfiihrenden 
Samen (Soja, Senf, Raps) festgestellt. Was die stirkehaltigen 
Gramineen betrifft, bei welchen nur eine ganz verschwindende 
Glycerophosphatasewirkung konstatiert werden konnte, so kann 
man beobachten, daB sie im Gegensatz eine bedeutende Zer- 
setzungsfahigkeit zeigen, mindestens in demselben Umfange wie 
die eiwei®fiihrenden Leguminosensamen. 
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Tabelle III. 
| Menge P,O, in mg, abgespalten durch 20 ccm 
| Samenautolysat nach 6 Tagen bei 87° C 




















aus 4proz. Lé- 
Der Same eo sung Caleium- aus dem Calcium- 
von 80 ccm saccharophos- saccharophosphat 

5proz. Calcium- | Phat als wasser- 
niteat unlésl. Caleium- -—-——_;- 
phosphat in mg in %/ 
Glycine hispida . . . . |! 7,2 63,4 56,2 9,08 
Sinapisalba..... ./|| 2,2 48,4 46,2 7,46 
Brassica napus. . . . . I 2,3 47,6 45,3 7,32 
Larix decidua... . . I 6,1 51,2 45,1 7,29 
Onobrychis sativa .. .| 2,7 40,6 37,9 6,12 
Sorghum vulgare. . . .| 1,8 30,6 28,8 4,65 
PRU Ss ee | 2,6 30,8 28,2 4,55 
Avena sativa ..... 1,8 29,5 27,7 4,47 
Lupinus luteus. . . . . 2,0 25,6 23,6 3,81 
Triticum sativum. . . 29 | 195 16,6 2,68 





Man kann natiirlich nicht aus unseren Versuchsergebnissen 
nach dem Umfange der Saccharophosphatspaltung direkt auf 
die Menge des Enzyms in dem betreffenden Samen schlieBen; 
denn durch autolytische Vorginge werden in dem Reaktions- 
medium verschiedene, in einem Falle mehr, im anderen wieder 
weniger giinstige Bedingungen fiir den enzymatischen Reaktions- 
verlauf hergestellt. Deshalb kénnen wir sagen, daB der Verlauf 
der Saccharophosphatasewirkung in unseren Versuchen gewisser- 
maBen durch die chemische Beschaffenheit der Baustoffe der 
Samenorganismen bestimmt wurde. Die dlreichen Kiefersamen 
zersetzten unter sonst denselben Versuchsbedingungen zweimal 
soviel Saccharophosphat wie die eiweiBreiche Pferdebohne, starke- 
haltige Hirsenfriichte und Maiskérner. Aus den Kiefersamen 
werden bei der Autolyse durch Lipasen die fétt- resp. dlfiihrenden 
Reservestoffe des Samens gespalten, wodurch die Reaktion des 
Mediums im Sinne steigender Aciditét verandert wird. 

Um zu erfahren, inwieweit die enzymatische Spaltung der 
Saccharophosphate durch Verainderung der Reaktion des Mediums 
beeinflu&t wird, haben wir orientierende Versuche mit Maissamen 
ausgefiihrt, welche wir in folgendem wiedergeben. 

In 1,6 proz. Natriumsaccharophosphat verschiedener Alkali- 
tiits- und Aciditiétsgrade wurde die Spaltung unter sonst glei- 
chen Versuchsbedingungen (5 g Samen in 125 ccm Fiiissigkeit, 
5 ccm Toluol nach 6 Tagen im Brutschrank bei 38°C) nach der 
schon friiher erwihnten Arbeitsweise verfolgt. 



















AuBerdem wurden gleichzeitig zwei Versuchsreihen angesetzt : 
1. Zwecks Ermittlung der Wirkung der Reaktion auf den Verlauf 
der autolytischen Phosphorsiureabspaltung aus Reservestoffen 
des Samens, 2. zwecks Bestimmung der evtl. abgespaltenen 
Phosphorsiéure aus 1,6proz. Lésung Natriimsaccharophosphat 


bei betreffender Alkalitat bzw. Aciditiat. 


Die zuletzt erwihnten Werte wurden bei der Berechnung der 


Versuchsergebnisse in Abzug gebracht. 


Tabelle IV. Einflu8 der Alkalitat. 
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"Menge P,Os, abgespalten 


























iy ~ aus 1,6proz. “| aus 1,6proz. | aus dem Saccharo- 
poagomoncend durch | Lésung Natr.- | Lésung Natr.- phosphat 
(NaOH) Autolyse | saccharophos- saccharo- 
| phat u. Samen ee 
emcees Sen.5. SO a  A 
0,010 0 0 0 4.08 
0,006 3,1 7,8 0,7 40 | 1,30 
0,004 5,6 15,8 0,5 gee eS 
0,002 9,8 30,2 0,8 19.6 | 6,38 
Tabelle V. Einflu8 der Aciditat. 
BM ei? "Menge POs, abgespalten ‘| 
= . aus 1,6proz, | aus 1,6 proz, aus dem Saccharo- 
bs seg-esaed a <a Lésung Natr.- | Lésung Natr.- phosphat 
(H,80,) bs tenes saccharophos- | saccharophos- 
. phat u. Samen phat - ~ - 
in mg in mg in mg in mg in % 
0 15,2 50,1 - 349 | 11,35 
oe 18,8 111,0 0,4 918 | 29,98 
004 32,3 ier] — — | — 
bys 18,8 1416 | (0,6) 122.2 | 39,75 
,01 11,6 162,1 0,7 149.8 | 48,70 
0,020 6,7 181,6 0,8 174,1 | 56,63 
0,030 6,0 192,7 0,9 185.3 | 60,44 
0,032 (5,8) 188,2 (0,9) 181,5 59,04 
0,034 (5,6) 177,9 (0,9) 171,4 55,75 
0,036 (5,4) 168,0 | (0,9) 161,7 52,60 
0,038 (5,2) | 61,7 | (9) 55,6 | 18,09 
0,040 5,1 40,1 | 0,9 34,1 11,08 
0,053 4,9 | 21,0 | 1,2 14,9 4,84 











Anm. Die in Klammern angefiihrten Zahlen wurden berechnet. 


Aus den Versuchsresultaten der Tabellen IV und V, welche 
auch graphisch dargestellt wurden, ist ersichtlich, daB die Saccharo- 
phosphatasewirkung bei wachsender Aciditat erheblich gesteigert 
wird, waihrend schon eine geringe Menge Alkali geniigt, um ihre 
Wirksamkeit voéllig zu verhindern. Die optimale Konzentration 
der Wasserstoffionen liegt etwa bei 0,03 n-Lésung, wobei durch 
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Maissamen 60% des zugesetzten Saccharophosphats zerlegt 
wurden. Es soll hervorgehoben werden, dai das Aciditits- 
optimum fiir Saccharophos- 
phatase mit jenem der bei 
der Autolyse des Samens 
wirkenden anderen Phos- 
phatasen (0,004 n)‘ nicht 
zusammenfallt. 
Die Verbreitung der 
« Saccharophosphatase _ er- 
a Hb . Saree a. streckt sich nicht blob auf 
Gr ig eS a die ruhenden Samenorga- 
Abb. 1. nismen. Wir konnten dieses 
Enzym auch in den Blattern von Solanum tuberosum nachweisen: 
2 g Blattpulver hat nach 5 Tagen bei 16° C aus 5 proz. Lésung 
Natriumsaccharophosphat 26,05°% P,O, abgespalten: 
Blattpulver + 100 ccm Wasser + 5ccem Toluol 5,3 mg P,O, 
Blattpulver + 100 ccm 5 proz. Natriumsaccharo- 
phosphat + 5ccm Toluol. ....... ee na: 08 
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Zusammenfassung. 

In mehreren ruhenden Samenorganismen héherer Kultur- 
pflanzen sowie in Blattern von Solanum tuberosum wurde ein 
Enzym nachgewiesen, das aus den kiinstlich dargestellten ,,kérper- 
fremden“ Saccharophosphaten Phosphorsiure in anorganischer 
Form abspaltet. Wéasserige Samenextrakte kénnen, obzwar in 
kleinerem Umfange, aus Calciumsaccharophosphat unlésliches 
Calciumphosphat in Freiheit setzen; lésliches saures phosphor- 
saures Calcium wird dabei nicht gebildet. Die stirkste Saccharo- 
phosphatasewirkung zeigen die fett- resp. dlfiihrenden Samen, 
welche in 5proz. Lésung des Natriumsalzes bis 44% Saccharo- 
phosphat zerlegen (Pinus silvestris). Jedoch auch Samen mit 
stirkehaltigen Reservestoffen sowie die eiweiBreichen Hiilsen- 
friichte entfalten eine bedeutende Fermentwirkung, indem sie 
unter den erwahnten Bedingungen 15—23% des Natriumsaccharo- 
phosphats spalten kénnen. Schon eine geringe Menge Alkali verhin- 
dert die Enzymtatigkeit véllig, wihrend durch schwache Aciditit 
die Zersetzung erheblich gesteigert wird. Das Acidititsoptimum 
fiir Saccharophosphatase (bei Mais 0,03 n) liegt bedeutend héher 
als jenes fiir die autolytischen Phosphatasen (0,004 n) des Samens. 
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Der Nachweis kleinster Milchzuckermengen im Harn 
durch Bildung von Formaldehyd. 


Von 
Kurt Herzberg. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Uni- 
versitat Berlin.) 


(Eingegangen am 13. April 1921.) 


Eine Mitteilung von Schlayer wurde zum AnlaB, eine 
Methode zum Nachweis kleinster Milchzuckermengen zu suchen. 
Wie bekannt, hat Schlayer den Milchzucker als Mittel angegeben, 
die Funktionstiichtigkeit der Nieren zu priifen. 


Es werden zu diesem Zweck 20 ccm einer 10 proz. sterilisierten Milch- 
zuckerlésung intraven’), injiziert. Eine gesunde Niere soll den Zucker inner- 
halb 5—6 Stunden ausgeschieden haben, wahrend bei Schidigungen des 
BlutgefaéBapparates der Niere eine Verzégerung der Ausscheidung (8 Stunden 
und dariiber) eintritt. Der Nachweis des Zuckers, der wohl meist polari- 
metrisch gefiihrt wird, st6Bt aber aus unten noch naher zu erérternden 
Griinden auf mancherlei Schwierigkeiten. Dabei wird schon von Schlayer 
hervorgehoben, daB die Dauer der Zuckerausscheidung fiir das klinische 
Urteil wichtiger ist als die schlieBliche Menge, mithin der qualitative Nach- 
weis mehr interessiert als der quantitative. 

Uber den Wert dieser Funktionspriifung der Niere sind die 
Ansichten geteilt. Vor allem ist tiber die Zeit, innerhalb welcher 
eine gesunde Niere den intravendés gegebenen Zucker spitestens 
ausgeschieden haben mu, eine Einigkeit noch nicht erzielt 
worden. Diese Unentschiedenheit, welche Dauer der Ausscheidung 
auf eine gesunde, welche auf eine kranke Niere schlieBen labt, 
ist hauptsichlich bedingt durch die mangelnde Spezifitat der 
Methoden. Man kann eben sehr kleine Zuckermengen (0,05%) 
nicot mit absoluter Sicherheit von den -physiologischen Harn- 
kérpern, die gleiche Reaktionen zeigen, abgrenzen. Und Proben 
von enormer Schirfe, wie die von Molisch (0,00001°%), sind gerade 
wegen ihrer Intensitat nicht zweifelsfrei verwendbar. Die letzt- 
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genannte fallt selbst in 300fach verdiinntem, normalem Harn 
noch positiv aus! 

Hier miiBte sich eine Methode so ausarbeiten lassen, daB auf Zucker 
verdichtige Harne eine Verdiinnung erfahren, bei der normaler Harn zweifels- 
frei immer eine negative Reaktion ergibt. Molisch schreibt hierfiir 1 : 400 
vor.* Da die normale Harnzuckermenge mit 0,02—0,03% in maximo an- 
genommen wird, ware bei einem pathologischen Zuckergehalt von 0,02% 
und 400facher Verdiinnung wieder ein positiver Ausfall zu erwarten. Aus- 
gedehnte Versuchsreihen, die ich anstellte, waren jedoch ohne entscheidenden 
Erfolg. Einerseits lieBen auch die wisserigen Lésungen einen ganz schwachen 
Ring erkennen, der etwa dem bei einer Harnverdiinnung von 1 : 300 ent- 
sprach (festes «-Naphthol, salpetrigsiurefreie Schwefelséiure). Anderer- 
seits gaben milchzuckerhaltige Harne bei 400facher Verdiinnung — die 
unbedingt erforderlich ist — erst bei einer Konzentration von 0,2% im 
urspriinglichen Harn einen deutlichen, von dem in wasseriger Lésung gut 
unterscheidbaren Ring. 

Uber die Scharfe der sonst gebrauchlichen Reaktionen seien 
kurz ein paar Daten aus der Literatur angefiihrt. Der Nachweis 
von 0,05°% wird im Harn kaum erreicht. Fiir Traubenzucker 
gelten nach Jolles im Harn folgende Werte: Sicherer Nachweis 
mit Nylanders Reagens im unbehandelten Harn erst von 0,3°% 
an; in wasseriger Lésung erhalt man noch bei 0,01°% eine Braunung. 

Mit der Trommerschen Probe kénnen einerseits im Harn 
bis zu 0,24% Zucker vorgetiuscht (Jolles), andererseits im Was- 
ser noch so geringe Mengen wie 0,0025% nachgewiesen werden 
(Miller und Hagen, zit. nach Lippmann). Mittels Fehling- 
scher Lésung erreicht man nach denselben Autoren sogar Werte 
von 0,00083%. Milchzuckerhaltige Fliissigkeiten geben, 
abgesehen von der Rubnerschen Probe, weniger scharfe Werte 
als traubenzuckerhaltige, da die reduzierende Wirkung des Milch- 
zuckers geringer ist als die der Glucose. Mit der Rubnerschen 
Probe weist man in wisseriger Lésung noch 0,1% Milchzucker 
deutlich nach, im milchzuckerhaltigen Harn vom selben Prozent- 
gehalt erhalt man ein negatives Resultat. 

Die Polarisation erleidet sowohl bei glucose- als auch bei 
lactosehaltigen Harnen, die nicht ausgefallt sind, Beeintrichti- 
gungen, z. T. durch physiologisehe Stoffe, z. T. durch Arzneimittel. 

So stoBen wir also beim Zuckernachweis im nicht vorbehandel- 
ten Harn (und anderen tierischen Fliissigkeiten) auf Schwierig- 
keiten, wenn der Prozentgehalt unter 0,2 herabgeht (1 : 500). 
Die Schuld tragen die die Reaktion férdernden oder hemmenden 
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Substanzen (rechts- und linksdrehende, reduzierende Koérper). 
Zu ihrer Beseitigung sind verschiedene Methoden empfoblen 
worden, von denen am hiufigsten und wirksamsten das normale 
Bleiacetat und das Mercuriacetat (mit nachfolgender Entqueck- 
silberung) angewandt werden, das letzte evtl. noch in Verbindung 
mit Phosphorwolframsiure. Meine Untersuchungen, die den 
qualitativen Nachweis méglichst kleiner Milchzuckermengen im 
Harn erstrebten, gingen einmal von der Blei- resp. Mercuriacetat-, 
methode aus, das andere Mal wurde versucht, die Isolierung dés 
Zuckers durch Bildung des Lactosazons zu erreichen. Zum Nach- 
weis des Zuckers sollte dann bei allen 3 Methoden ein Verfahren 
angewendet werden, das erstmalig von Hehner bei der Bestim- 
mung von Formaldehyd beschrieben, spiter von Salkowski 
auch fiir den Nachweis von Traubenzucker verwendet wurde. 
Die Methode beruht darauf, daB bei Vorhandensein formaldehyd- 
bildender Substanzen diese durch Oxydation in Formaldehyd 
iibergefiihrt werden. Mit dieser Aldehydlésung laBt sich eine 
Reaktion ausfiihren, ,,die mit zu den schénsten und schirfsten 
in der ganzen physiologischen Chemie gehért’. (Salkowski.) 
Der Nachweis gestaltet sich folgendermaBen: 2—5ccm der 
Lésung der auf Formaldehydbildung zu untersuchenden Substanz 
(FAS.), in unserem Falle also eine sehr verdiinnte Zuckerlésung, 
werden mit 1—2ccm folgender Oxydationsmischung (nach 
Salkowski) versetzt: 40ccm 1 proz. KMnO,-Lésung, 100 ccm 
Aqua dest., 60 ccm verd. H,SO, (20ccm konzentrierte in 
100 ccm Aqua dest.). Erwarmung bis Braunfarbung der vorher 
lilafarbenen Fliissigkeit eintritt. Abscheidung von MnO,. Ent- 
farbt sich die Lésung dabei, so mu8 vorsichtig noch etwas — 
10 Tropfen — Oxydationsgemisch zugefiigt werden, bis der Nieder- 
schlag bleibt. Nach 5 Minuten Zusatz von 2 (evtl. mehr) Tropfen 
gesittigter Oxalsiurelésung, durch die Entfirbung auftritt. 
Weiterhin Zusatz einer Messerspitze Pepton (Witte), Lésung 
durch Umschiitteln evtl. Erwirmen, dann 1 Tropfen FeCl,. Zu 
dieser Lésung setzt man nun noch konzentrierte HCl (1,19 D) 
in einer Menge hinzu, die der Hialfte der bisher erhaltenen 
Flissigkeit entspricht. Erhitzt man jetzt zum Sieden, so tritt 
schon bei sehr geringen Quantititen von FAS. eine intensiv 
dunkelblaue Farbung auf, bei geringerer Konzentration wird 
die Farbe lila, verliert aber niemals die blaue Kom- 
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ponente. Farbungen, die statt blau einen rotbraunen Ton 
haben, sind als zweifelhaft zu werten. Sie traten gelegentlich 
der Untersuchung einiger Harne auf, schlugen dann aber sehr 
bald in eine schmutzig-fahle Farbe um, wiahrend die blaue 
bis blauviolette Ténung bei Formaldehydgehalt tagelang un- 
verandert blieb. Zuweilen war es erkennbar, da8 ein zu groBer 
FeCl,-Zusatz die schmutzige Verfarbung bewirkt hatte. Um sich 
die typische Reaktion einzupragen, oxydiert man am einfachsten 
2cem eines Normalharnes. Hier erfolgt eine sehr intensive 
Farbung. Oder wer die verschiedenen Abstufungen bei steigender 
Verdiinnung erkennen will, stellt sich mit Formalin 10 Reagens- 
glasproben in einer Konzentration von 1 : 100 000 bis 1 : 1 000 000 
her. 1 : 900000 ist bei Anwendung von 5ccm noch positiv, 
1 : 1000000 wird negativ. Diese ,,Testobjekte“ scheinen un- 
begrenzt haltbar. 

Die auBerordentliche Scharfe dieser Reaktion schien geeignet, 
sie auch fiir den Zuckernachweis zu verwenden. Salkowski 
hat so Traubenzucker in Wasser gelést bis 0,02, im Harn bis 
0,2% sicher nachweisen kénnen. Fiir Milchzucker fand ich in 
wasseriger Lésung das gleiche Ergebnis. Zu beachten ist dabei, 
daB man bei sehr geringen Konzentrationen mit der Oxydation 
auBergt vorsichtig sein muB. Bei 5ccm Fiiissigkeit darf man 
dann héchstens 2ccm Oxydationsmischung') hinzusetzen, 
andernfalls wird sie negativ. Auch der Zusatz von FeCl,, das 
wahrscheinlich vor allem als Katalysator wirkt, mu8 genau 
erfolgen. Seine oxydierende Wirkung scheint weniger wesentlich 
zu sein (bei Anwendung von Kaliumpersulfat negatives Er- 
gebnis), doch ist dies schwer zu entscheiden, da schon auBer- 
ordentlich geringe Mengenunterschiede von entscheidendem Ein- 
flu8 sein kénnen. Bei Verdiinnungen iiber 1 : 1000 darf nicht 
mehr als 1 Tropfen hinzugefiigt werden, sonst erhalt man nach 
dem Salzsaurezusatz + Erhitzen eine schmutzig-fahle (graugriine) 
Farbung (s. 0.). Fir die Salzsiure und das Pepton sind genaue 
Quantitaten nicht erforderlich. Pepton etwa eine Messerspitze 
voll, Salzsiure wie oben. 

Nachdem so die Méglichkeit festgestellt war, auch mit Milch- 
zucker die Hehnersche Reaktion auszufiihren, wurden die Ver- 


suche mit Harn angestellt. Hier galt es eben die Schwierigkeit 


5 Die Reaktion gelingt auch schon mit 10 Tropfen. 
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zu tiberwinden, die FAS. des normalen Harns, die eine auBer- 
ordentlich intensive Reaktion geben, zu beseitigen (s. a. Sal- 
kowski, Zeitschr. f. phys. Chemie 93). Ich benutzte zuerst das 
Bleiessig-Ammoniakverfahren nach Briicke. 


)% 


Eine Milchzuckerlésung 1:1000 wurde mit Normalharn 
verdiinnt auf Konzentrationen von 1 : 2000 bis 1 : 5000. Zu 
10 ccm Milchzuckerharn im Reagensglas wurden dann 2 Messer- 
spitzen Bleiacetat gegeben, durchgeschiittelt, in ein zweites 
Reagensglas filtriert (am besten Filter von 9—11 cm Durchmesser, 
Schleicher & Schiill Nr. 590), einmal nachgewaschen. Das Filtrat 
ammoniakalisch gemacht, noch eine Messerspitze Bleiacetat 
zugefiigt, nach einer halben Stunde filtriert, der Riickstand 
einigemal mit ammoniakhaltigem Wasser gewaschen, dann in 
5cem heiBer 30proz. Essigsiure gelést. Von den Lésungen 
wurden je 5ccm zur Probe genommen. 

Fiir alle Versuchsreihen wurden Kontrollharne (d. h. zucker- 
freie) angesetzt. In keinem Falle gelang es nun, fiir diese Normal- 
harne negative Reaktion zu erzielen. Immer war eine mehr oder 
weniger starke Rotfarbung nach dem Erhitzen mit Salzsiure 
aufgetreten. EinigermaBen sicher stachen gegen diese Farbe 
erst Harne von einer Milchzuckerkonzentration von 1 : 200 bis 
1 : 400 ab, weil hier die blaue Farbe vorherrschte. Bei geringerer 
Konzentration (1 : 500 bis 1 : 1000) war eine Entscheidung nicht 
mehr méglich!). Zwar wird, wer die Probe erst im normalen un- 
behandelten, dann im mit Bleiacetat versetzten normalen Harn 
anstellt, einen erheblichen Unterschied sehen. Trotz der Ent- 
fernung des gréBten Teils der FAS. durch Bleiacetat hért aber bei 
einem Zuckergehalt von 1 : 400 die Entscheidungsméglichkeit, 
ob milchzuckerhaltiger Harn vorliegt oder nicht, auf. An diesem 
Resultat konnten auch neue Versuchsbedingungen nichts andern. 
So nahm ich z. B. statt 5ccm der essigsauren Lésung nur 2, 
dann entbleite ich durch H,S8, weil bei spiterem Zusatz des Oxy- 
dationsgemisches der reichliche Niederschlag von Bleisulfat schwer 


1) Welcher physiologische Harnkérper mit dem Bleiacetat-Ammoniak- 
niederschlag auf dem Filter geblieben war und die Reaktion verursachte, 
ist fraglich. Colls nimmt an, daB Kreatinin, an das wohl zuerst gedacht 
werden muB, durch Bleiacetat gefallt werde, Albanese widerspricht dem. 
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erkennen lieB, wann geniigend Gemisch hinzugesetzt war. Aber 
auch damit und mit 5maligem Waschen des Niederschlages kam 
ich zu keinem anderen Resultat. Das Briickesche Verfahren 
ergab also keine Méglichkeit, normalen Harn so zu 
reinigen, daB er mit dem Reaktionsgemisch behandelt 
negative Reaktion gegeben hatte, d. h. farblos oder 
griingelb geblieben wire. 


II. 


Ich versuchte die zweite Methode. Der Gedanke ging dahin, 
den Milchzucker als Lactosazon zu binden, die tibrigen FAS. 
zu beseitigen und dann das Osazon zu zersetzen, um den Milch- 
zucker wieder zur Reaktion frei zu haben. Hier war also auBer 
der Aufgabe, die FAS. zu beseitigen, noch diese zu erledigen, 
wie das Lactosazon in seine beiden Komponenten gespalten 
werden konnte. Denn die COH-Gruppe (dort binden sich Zucker 
und Hydrazin aneinander) muBte natiirlich wieder frei werden, 
sollte eine Reaktion méglich sein. Als Vorproben wurden 40 ccm 
Milchzuckerlésung 1 : 500 mit 0,5 g salzsaurem Phenylhydrazin 
und 1 g Natriumacetat versetzt, eine Stunde auf dem Wasserbad 
erhitzt. Am niachsten Tage wurde der Niederschlag (typisches 
Lactosazon) in kochendem Wasser gelést, 2ccm zur Reaktion 
verwandt, die stark positiv ausfiel. Damit war die Méglichkeit 
der Spaltung des Osazons durch das Oxydationsgemisch bewiesen. 
(Bemerkt sei, daB das Filtrat auch positive Reaktion ergab. 
Es war also nicht aller Milchzucker als Osazon ausgeschieden. 
Das stimmt mit quantitativen Versuchen tberein.) Es fragte 
sich nun, wie sich normaler Harn verhalt. Normaler Harn wurde, 
wie oben fiir die Zuckerlésung angegeben, mit Phenylhydrazin 
und Natriumacetat versetzt; nach 12 Stunden dicke Triibung. 
Filtrieren durch Schleicher-Schiill Nr. 590. Nun war es méglich, 
daB in dem Filterriickstand FAS. vorhanden waren, die durch 
eine Osazone nicht angreifende Waschmethode entfernt werden 
muBten. Ich wusch zuerst 2 mal mit verdiinnter H,SO, (hellgelbe 
Lésung), die, oxydiert, beidemal ganz schwache Reaktion gab. 
Hinterher auf dasselbe Filter 10 ccm Athylalkohol, der natiirlich 
auf Reaktionslosigkeit, wie iiberhaupt alle sonst noch verwendeten 
Stoffe wie Pepton, Essigsiiure usw. gepriift war. Die klare, dunkel- 
braun gefirbte Fliissigkeit wurde im Wasserbad auf etwa 0,5 com 
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eingedampft, bis kein Geruch nach Alkohol mehr vorhanden 
war, mit 2ccm Wasser verdiinnt, oxydiert: starke Blaufirbung. 

Ein nochmaliger Auszug des Filterriickstandes mit Alkohol 
ergab keine Reaktion. Verwendete ich fiir die ersten beiden 
Waschungen (je etwa 10 ccm) statt H,SO, kaltes Wasser, so 
erhielt ich in dem ersten Waschwasser eine sehr starke, in dem 
zweiten eine ganz schwache Reaktion, und eine darauffolgende 
Behandlung des Filters mit Alkohol oder heiBem Wasser lieB 
keinen positiven Ausfall mehr erkennen. Damit war der Weg 
zur Isolierung des Lactosazons gegeben. 

Der zuckerhaltige Harn muB8te mit einer noch naher zu 
bestimmenden Menge Phenylhydrazin versetzt, im Wasserbad 
erhitzt werden. Der Riickstand 2mal mit kaltem Wasser gewa- 
schen, dann in heiBem Wasser (Lactosazone lésen sich in kaltem 
Wasser sehr schwer, in kochendem leicht) gelést werden. Erst 
durch diese Behandlung war ein einwandfreies Resultat zu er- 
warten. 

Versuch: Es wurden 38 ccm Harn (1012) mit 2 ccm Lactose- 
lésung 1 : 100 versetzt = 1 : 2000. Nach der Phenylhydrazin- 
behandlung wurde der Riickstand beim ersten Versuch mit 
2mal 5ccm kaltem, dann mit der gleichen Menge kochendem 
Wasser gewaschen. Beim zweiten Versuch wurde statt des kochen- 
den Wassers kalter Alkohol genommen. Die Vermutung ging 
dahin, daB zum mindesten die erste Fraktion des Heifwasser- 
resp. Alkoholfiltrates positive Reaktion ergeben wiirde, bei nega- 
tiver oder fast negativer Reaktion des zweiten kalten Wasch- 
wassers. Das trat nun nicht ein, sondern bei simtlichen Harnen 
war das Ergebnis folgendermaBen: 


Erstes Reagensglas (kaltes Waschwasser) . . . stark positiv 
Zweites Reagensglas (kaltes Waschwasser) . . schwach positiv 
Drittes Reagensglas (heiBes Waschwasser bzw. 

PN SCONE g Winer nse? s  oiie te cg 6 es negativ 
Viertes Reagensglas (desgl.) .......-.. negativ 


Der negative Ausfall der 3. und 4. Probe konnte be- 
dingt sein: 

1. Durch zu geringe Zuckerkonzentration. Bei den Vor- 
versuchen in wiasseriger Lésung (ohne Phenylhydrazin) wurde 
zwar bei 1 : 5000 Milchzucker noch deutlich nachgewiesen; die 
spiter mit Phenylhydrazin im wisserigen Medium ausgefiihrten 
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Versuche hatten aber ergeben, daB ein gewisser Teil des Zuckers 
nicht als Osazon ausgeschieden wurde, und dadurch fiir diese 
Reaktion verloren ging. 

2. Durch mangelhafte Krystallbildung (zu viel resp. zu wenig 
Hydrazin). 

3. Zu groBe Porenweite des Filters. 

4. Ungeniigende Lésung der Krystalle in heiBem Wasser. 

Zu Punkt 3 ist noch zu bemerken, daB das Filtrat fast stets 
sehr triibe war. Auch durch doppelte Filter lieB sich kein klareres 
Filtrat gewinnen. Zur Reaktion wurden immer nur 2ccm ge- 
nommen. Die ersten Zusitze der Oxydationsmischung wurden 
sofort entfairbt, so daB meist 5 ccm und mehr bis zum Bestehen- 
bleiben eines MnO,-Niederschlages erforderlich waren. Die hier- 
durch bedingte Verdiinnung konnte natiirlich an dem negativen 
Ausfall beteiligt sein. (Der braune Niederschlag, der sich nach 
dem Waschen mit heiBem Wasser noch auf dem Filter befand, 
bestand wohl zum gréBten Teil aus verharztem Phenylhydrazin. 
Er léste sich sofort in Alkohol, gab keine Reaktion.) 

Am wahrscheinlichsten war nach dem unzweifelhaft positiven 
Ausfall der Probe in den Vorversuchen mit typischen Lactosazon- 
krystallen, daB bei den obigen Reaktionen die Krystallbildung 
infolge zu geringer Milchzuckerkonzentration mangelhaft aus- 
gefallen war. Allerdings liegt eine weitere Méglichkeit des Ver- 
sagens bei sehr kleinen Zuckermengen nach Neuberg noch darin, 
da8 zuviel Hydrazin angewendet wird. Im Uberschu8 von Phenyl- 
hydrazin lésen sich die Osazone. Um nun festzustellen, welche 
Milchzuckerkonzentration mit Phenylhydrazin eine noch eben 
makroskopisch erkennbare Krystallbildung zeigte, wurden Kon- 
zentrationen von 1 : 500 bis 1 : 1250 (je 40 ccm) mit je 5 Tropfen 
Hydrazin und 6 Tropfen Eisessig versetzt. 

1:500 1: 750 1: 1000 1: 1250 
Krystallbildung: deutlieh gering gelber Bodensatz nicht erkennbar 

Da die Methodik méglichst den Bediirfnissen der Klinik ange- 
paBt werden sollte, das Erhitzen auf Wasserbadern in Becherglasern 
aber sehr viel Platz erfordert und immer nur eine beschriinkte 
Anzahl Proben zulaBt, wurde nach einem Reagensglasverfahren 
gearbeitet. Hier kénnen in einem Wasserbad 30 Proben und 
mehr gleichzeitig angesetzt werden. So wurden zahlreiche Ver- 
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suchsreihen dariiber angestellt, mit welchem Verhialtnis von 
salzsaurem Phenylhydrazin zu Natriumacetat bei Zuckerkonzen- 
trationen von 1: 100 bis 1 : 500 die schénste Krystallbildung 
zu erzielen war. Die besten Ergebnisse hatte ich bei Anwendung 


‘von 2 Gewichtsteilen salzs. Phenylhydrazin und 4 Gewichtsteilen 


Na-Acetat (nach anderen 2 : 3). An Gramm-Mengen nahm ich nach 
alter Vorschrift die 20fache Menge des vermuteten Zuckers an 
Phenylhydrazin. Also Lésung 1 : 500 10ccem = 0,02g Zucker 
= 0,4g salzsaures Phenylhydrazin (das ich in der Folge stets 
statt des leicht verharzenden reinen Phenylhydrazins ver- 
wendete). Die Erhitzung geschieht hier etwas anders als bei 
den friiheren Versuchen. Man setzt die Reagensgliser in ein 
Wasserbad, laBt 20 Minuten kochen und dann im Bad lang- 
sam abkiihlen. Nach 12—24 Stunden hatte ich bei 1 : 500 
bis 1 : 750 immer schéne Krystallbildung. Zuweilen hatten sie 
nicht die typische runde Form (s. C. Neuberg, Der Harn), 
sondern waren stachlig. 

Wurde die Vorsicht, langsam erkalten zu lassen, auBer acht 
gelassen, so erhielt ich nur amorphe Niederschlage, bei langsamen 
Abkiihlen hingegen immer schéne Krystalle (bis 1 : 750 makro- 
skopisch), die eine deutlich positive Reaktion gaben. 

In gleicher Weise gewonnene und behandelte Nor- 
malharnniederschlaige ergaben in meinen Versuchen 
niemals eine positive Reaktion. 

Gelegentlich erhielt ich bis zu einer Konzentration von 
1 : 900 mit milchzuckerhaltigen Harnen einen positiven Ausfall. 
Doch scheint bei einer solchen Verdiinnung die Bildung der 
Krystalle im Harn von verschiedenen, schwer beeinfluBbaren 
Momenten abzuhingen. Als sichere Grenze méchte ich daher 
1 :500 = 0,2% annehmen. Dieser Wert stimmt (s. 0.) also 
ungefaihr mit den als fiir Milchzucker beweisend geltenden Zahlen 
iiberein, die man nach dem Briickeschen Verfahren findet. Die 
Osazonmethode ist aber sicherer, da das Briickesche Verfahren 
immer einen schwach positiven Ausfall zeigt, gegen den die Milch- 
zuckerreaktionen erst abgeschitzt werden miissen. Die Aus- 
fihrung der Probe ist nicht ganz einfach. Einerseits mu8 man 
sich erst mit den Farben vertraut machen, andererseits kénnen 
die Zusitze des Oxydationsgemisches ynter Umstiinden verfehlt 
(iiberschritten) werden, wodurch eine Oxydierung der evtl. vor- 
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handenen FAS. zu Ameisensiure, CO, + H,O erfolgen und damit 
eine negative Reaktion bedingt werden kann. ZusammengefaBt 
wird die Reaktion also folgendermaBen ausgefiihrt: 

Zu 10cem evtl. geklirtem und enteiweiBtem Harn 
werden 0,2g essigsaures Phenylhydrazin und 0,4g Na- 
triumacetat hinzugegeben, 20 Minuteninein kochendes 
Wasserbad gestellt, langsam abgekihlt, bis zum nach- 
sten Tage stehengelassen. Filtrieren durch ein kleines 
Filter, Auswaschen des Riickstandes mit 2mal 10 ccm 
‘kaltem Wasser, lésen des Niederschlages in méglichst 
wenig (5, héchstens 10 ccm) kochendem Wasser; 2—5 ccm 
des Filtrates werden mit soviel Oxydationsgemisch 
versetzt, daB nach dem Erhitzen ein Niederschlag von 
MnO, bestehen bleibt, nach 5 Minuten mit 3 Tropfen 
gesaittigter Oxalsiurelésung entfairbt. Dann eine Mes- 
serspitze Pepton, erwirmen, 1 Tropfen 3proz. FeCl,- 
Lésung, die Halfte des bisher gewonnenen Volumens 
an konz. Salzsiure zusetzen. Eine halbe Minute sieden 
lassen. 

Ill. 

An dritter Stelle versuchte ich, ob zur Entfernung der FAS. 
auch ein von Neuberg, allerdings fiir andere Zwecke, nimlich 
fiir polarimetrische und reduktionsanalytische Priifungen von 
Zuckerlésungen, angegebenes Verfahren brauchbar sei, die Fial- 
lung mit Mercuriacetat und spater mit Mercuriacetat und Phos- 
phorwolframsiure. Hierdurch werden EiweiSkérper, Amino- 
sduren eingeschlossen, Purinbasen und Nucleinsiuren ausgefallt, 
so daB8 zum mindesten fiir die Polarisation das giinstigste bisher 
zum Zuckernachweis erreichte Verfahren damit erzielt wurde. 
Zur Erlangung eines Urteils fiir die Brauchbarkeit bei dem Oxy- 
dationsverfahren waren folgende Versuchsbedingungen zu er- 
proben. 

Zunichst erwies sich ein Zusatz von 2g Mercuriacetat 
(gepulvert und mit dem Harn verrieben) bei Anwendung von 
10 cem Harn als ungeniigend. Ich konnte noch etwa 60 Tropfen 
konz. Mercuriacetatlésung zugeben, bis keine Fallung mehr ein- 
trat. Die Entquecksilberung gelang stets mit einem Male durch 
Anwendung von 3g Zinkstaub und 1 Tropfen HCl und einer 
Spur Kupfersulfat. 
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Nach dem Zusatz von Oxalsiure (s. 0.) trat ein weiBer Nieder- 
schlag auf. Seine Entfernung durch Filtrieren lieB eine evtl. 
positive Reaktion viel intensiver erscheinen als wenn er im 
Gemisch blieb. 

War die Entquecksilberung ungeniigend gewesen, so trat 
gleichfalls ein weiBer Niederschlag auf, der sich zwar auch in 
HCl léste, eine positiv zu erwartende Reaktion aber negativ 
werden lieB. (In wisseriger Lésung mit 2 ccm Milchzuckerlésung 
1 : 100 erprobt.) Nach diesen Feststellungen konnte die Methode 
auf den Harn angewendet werden. 

5cem Normalharn werden mit 5ccm Wasser verdiinnt. 
Dazu etwa 4ccm ges. Mercuriacetatlésung; nach 15 Minuten 
filtriert. Das Filtrat entquecksilbert, dann wie iiblich weiter 
verfahren. Bei spiteren Versuchen wurde nach dem Zugeben 
von Mercuriacetat eine weitere Fallung (nach Neuberg) mit 
Phosphorwolframsaure eingeschoben. Der Zusatz darf nur 
tropfenweise geschehen (25 proz. Lésung), weil die ausfallenden 
Kérper sich im Uberschu8 der Saure zu einer das Filter 
passierenden Suspension auflésen. Ich kam mit 2—3 Trop- 
fen aus. 

Das Resultat: Es gelang im normalen Harn weder durch 
die Mercuriacetatfaillung noch durch die Kombination mit Phos- 
phorwolframsiure eine véllige Entfernung der mit KMnO, Formal- 
dehyd liefernden Substanz; immer war die Endfarbe lila bis 
lilarot, oft sogar recht intensiv. Infolge dieses ,,positiven“ Aus- 
falls der Reaktion im normalen Harn ist die Mercuriacetatfallung 
bei Anwendung dieser Oxydationsmethode fiir den Nachweis 
kleiner Milchzuckermengen nicht brauchbar. 

Das Ergebnis der an milchzuckerhaltigen Harnen angestellten 
Untersuchungen ist demnach dieses, daB bei Anwendung der 
Formaldehydreaktion ein einwandfreies Resultat nur mit der 
Bildung des Lactosazons erzielt wird. Die Methode ist jedoch 
bloB bei Konzentrationen bis zu 0,2% herab anwendbar, bei 
stirkeren Verdiinnungen versagt sie. Da aber fiir eine Funktions- 
priifung der Niere, erhebt sie Anspruch auf Genauigkeit, Zucker- 
ausscheidungen von 0,1°%, mit erfabt werden miissen, so wird die 
beschriebene Probe fiir dieses Gebiet nicht empfohlen werden 
diirfen. Die Erwagungen, die zur Isolierung des Zuckers von den 
itibrigen reduzierenden Harnsubstanzen fiihrten, verlieren also 
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durch die in sehr verdiinnten Lésungen ungeniigende Lactosazon- 
bildung an praktischem Wert’). 
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1) Bei Vorhandensein von */,)9—1/.)% Traubenzucker im Harn hat 
Salkowski durch mikroskopischen Nachweis das Glucosazon mittels be- 
sonderer Methodik auch bei Harnen von hohem spezifischen Gewicht 
darstellen kénnen. Hingegen verhielten sich Milchzucker und Maltose von 
der gleichen Konzentration negativ. (Arbeiten a. d. Pathol. Inst. 1906.) 
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Zur Visco- und Stalagmometrie des Harns. 
Von 


Ernst Joél. 







(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit zu 
Berlin.) 







(Eingegangen am 13. April 1921.) 





Die hier mitgeteilten Untersuchungen kniipfen unmittelbar an die 
Studien von C. Posner iiber Viscositaét und Oberflichenspannung mensch- 
licher Harne an*) ?). Diese gehen wieder auf die grundlegenden Arbeiten 
von Traube und Blumenthal*)*) zuriick. Inzwischen sind aus dem Se 









Frankfurter Institut fiir Kolloidchemie weitere Veréffentlichungen durch ¢ 

Bechhold und Schemensky*) ®) ’) erfolgt. _- & 
Es lassen sich drei wesentlich verschiedene Absichten und entsprechende . 

Versuchsanordnungen unterscheiden: Traube und seine Mitarbeiter inter- ( 






essierte die Oberflichenspannung der Koérperfliissigkeiten vornehmlich 
zur Klarung der Fragen der Sekretion und Resorption, die er durch den Ober- 
flichendruck reguliert sah. Als Oberflichendruck definiert er die Differenz 
der Oberflichenspannungen zweier durch eine Membran getrennter Fiiissig- 
keiten; die Oberflichenspannungen seien wiederum abhingig von der 
Kohasionskraft der Innenteilchen. Dieser Oberflichendruck bestimme 
Richtung und Geschwindigkeit der Osmose. 

Wiahrend also Traube aus der Oberflichenspannung des Harns “@ 
und des Blutes Riickschliisse auf die Bedingungen der Nierenfunktion 
ziehen will, nimmt Bechhold und Schemensky den Harn als fertiges 
Produkt, dessen ,,stalagmometrischer Quotient‘‘ iiber den Gehalt an ge- 
wissen Stoffen, ,,Stalagmonen“*) Aufschlu8 geben soll. Dieser Fragestellung 
entsprechend reguliert er am Urin die Einfliisse, die den Wert der Ober- =. 
flachenspannung ihrerseits modifizieren kénnen, nimlich seine aktuelle ; 
Reaktion und das spezifische Gewicht (das iibrigens zwar die TropfengréBe , 
verandert, aber eigentlich nicht die Oberflichenspannung und dessen Ein- 
flu8 durch Berechnung auszuschalten geniigen wiirde). Indem er den so 2 } i 
normierten Harn durch Tierkohleausschiittelung von capillaraktiven Stoffen of 
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*) Statt dieser Bezeichnung diirfte sich vielleicht die von L. Mi- 
chaelis*) gewahite: ,,bathotonen Stoffe‘‘ empfehlen, die keine Bestim- 
mungsmethode der Oberflichenspannung prajudiziert. 
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klinisch-diagnostische Gruppierungen zu verwerten sucht. Bei der batho- 
tonen Wirkung gerade der Kolloide und Semikolloide riicken diese Arbeiten 
in die Nahe jener in Deutschland von Hofmeister und Lichtwitz 
inaugurierten Forschungen, welche durch Dialyse und Goldzahlbestimmungen 
Gehalt und Verteilungsart eben dieser Kolloide feststellen wollen. 

C. Posners Fragestellung ist weder auf Erfassung der bei der Harn- 
bereitung auftretenden Energiefor men noch auf bestimmte physikalisch 
erschlieBbare Substanzen gerichtet. Er sucht vielmehr durch Feststellung 
der Oberflichenspannung und der inneren Reibung Faktoren kennen zu 
lernen, die neben Blut- und Sekretionsdruck, celluliren Verainderungen 
der Harnwege, Reaktion und Konzentration einen Einblick in die Bereitung 
des Harns, vor allem aber sein weiteres Schicksal, besonders im capilliren 
Nierensystem, gewinnen lassen. Die allgemeinste Absicht derartiger Studien, 
besonders in Verkniipfung mit anderen physikalisch-chemischen Methoden, 
wie Ultramikroskopie und Goldzahlbestimmungen, wire demnach die Er- 
forschung jener verwickelten, meist der Oberflichendynamik angehérigen 
Vorgiinge, die dem Harn trotz seines Charakters als Exkrets weitgehend 
zukommen und die besonders fiir die Pathologie der Gerinnsel-, Sediment- 
und Konkrementbildung neben den celluliren Einfliissen der Entziindung 
als physikalische, humorale Faktoren Beachtung verdienen. 

Im besonderen gilt es, in der Oberflichenspannung als Ausdruck fiir 
die relative TropfengréBe der in den Tubuli differenzierten Harntrépfchen 
auch die GréBe der Gesamtoberfliche der capillaraktiven Kolloidteilchen 
abzuschatzen und sich mit ihrer Zunahme eine voraussichtliche Zunahme 
von Adsorptions- und Fallungserscheinungen vorzustellen. Immerhin mu8 
aber ein relatives Minimum der GréBe des Kolloidteilchens, d. h. eine ver- 
haltnismaBig weitgehende Dispersitat gewahrleistet sein, wenn sie ihre 
Schutzwirkung auf iibersittigte Kristalloide ausiiben sollen; es muB also, 
wenn ein klarer stabiler Harn produziert werden soll, wie so hiufig in der 
Kolloidchemie ein Optimum, hier also das der Oberflichenspannung er- 
fiillt sein. 

Tritt im kolloidalen Milieu die Zeit als Faktor ganz besonders her- 
vor, so spielt in diesem Zusammenhang, wo es sich ja um eine bestindig 
flieBende Materie handelt, die Viscositit die Rolle eines zeitlichen Faktors 
fiir die eben skizzierte Vorginge. Bei dem meist reziproken Verhalten von 
Oberfliachenspannung und Viscositaét tritt dieses Moment sehr deutlich 
in Erscheinung. 

Es liegen bisher nur wenige Viscositaétsmessungen an Harnen vor; 
auBer den erwihnten von Posner sei auf Daten von Botazzi*) hingewiesen. 
Der Wert fiir die relative Viscositit schwankt normalerweise zwischen 
1,0 und 1,08, pathologischerweise bis etwa 1,15. Uber den Einflu8 der 
Kolloide, besonders auch des EiweiBes und der Konzentration sind ent- 
weder gar keine oder verschiedene, zum Teil entgegengesetzte Ansichten ge- 
aiuBert worden. — Mehr Arbeiten liegen tiber die Oberflichenspannung (y) 
des Harnes vor. AuBer den oben genannten seien erwihnt die von Frenkel 
und Cluzet. y betrug im Durchschnitt 80—95% der Oberflichenspan- 
nung des Wassers. Auf den bathotonen Einflu8 von Galle, Blut und Eiwei8 








Zur Visco- und Stalagmometrie des Harns. 95 


wurde mehrfach hingewiesen. Das spezifische Gewicht der Harne (wie 
auch anderer Korperfliissigkeiten) ist nicht immer beriicksichtigt worden 
und zum Teil wurden aus Differenzen, die sich zwanglos aus Vergleichungen 
der verschiedenen spezifischen Tropfenschwere erkliren wiirden, weit- 
gehende, verfriihte Schliisse gezogen. 

Absicht vorliegender Arbeit war es, an einem gréBeren Ma- 
terial von einigen hundert Harnen Gesunder und Kranker ver- 
gleichende Untersuchungen zu machen, die die alteren Unter- 
suchungen bestitigen und besonders in den Fragen des Einflusses 
von spez. Gewicht und krankhaften Beimengungen erginzen 
sollten. 

Es wurde ein Visco-Stagonometer nach J. Traube ohne 
weitere Modifikation benutzt. Als relative Viscositaét (0) wurde 
der Quotient der in Sekunden angegebenen Durchlaufszeiten 
der Untersuchungsfliissigkeit und gleichtemperierten destillierten 
Wassers, als relative Oberflichenspannung (y) der auf Wasser 
bezogene Prozentanteil der TropfengréBe bezeichnet. Das spezi- 
fische Gewicht ist in allen Resultaten beriicksichtigt. 


Viscosimetrische Untersuchungen. 


Wie alle Korperfliissigkeiten hat auch der Harn eine héhere 
Viscositaét als die reinen Wassers. 9 = 1,0—1,05. Sie ist z. T. 
von der Konzentration abhangig, aber nicht ihr proportional. 
So hatte bei meinen Untersuchungen von Harnen Gesunder der 
mit dem héchsten spez. Gewicht 1036 9 = 1,03. Derartige ziem- 
lich weitgehende Schwankungen mégen lediglich durch verschieden 
wirkende Salze verursacht werden. Zur Demonstration der rela- 
tiven Unabhingigkeit der Viscositat von der Dichte wurden einige 
Harne durch Zusatz von Aq. dest. auf ein bestimmtes spez. 
Gewicht gebracht und mit solchen verglichen, die dieses an sich 
besaBen : 


Urspriingliches » @ nach Verdiinnung 
spez. Gewicht ~ auf spez. Gew. 1010 


. Tonsillitis 1032 1,024 1,017 
. Nephrosklerose. . . 1022 1,035 1,028 
. Nephrose 1012 1,097 | 1,083 
. Granularatrophie . . 1010 1,020 1,020 
. Neurasthenie ... 1010 1,031 1,031 


Krankheit 


D. h. es hat nach der Verdiinnung zwar eine geringe An- 
naherung an die Viscositat der weniger konzentrierten Harne statt- 














Nate scene as Ra GP 








tPA RSI EM 


96 E. Joél: 


gefunden, doch bleibt bemerkenswert: 1. daB sich die Viscositits- 
werte der 3 ersten Harne nach der Verdiinnung untereinander 
genau so verhalten wie vorher und 2. daB gerade der spezifisch 
leichteste (Nr. 3) die héchste Viscositét hat, was auf die Rolle 
der Kolloide hinweist. 

Einen groBen EinfluB auBern natiirlich im Harn suspendierte 
Formbestandteile: Zellen, Zylinder und anorganische Nieder- 
schlage. 





























| | Relative Viscositat 
I | Spez. 
Nr. || Krankheit \Gewicht| Vordem | Nach dem 
l Filtrieren | Filtrieren 
| | ing in g in g 
1 | Menstruationsharn . . .| 1026 1,92 1,32 
2 | Schwere Pyelocystitis .| 1023 1,76 1,07 
3 | Leichtere Pyelocystitis .| 1018 1,07 1,01 
4 | Glomerulonephritis . . .| 1030 1,64 1,05 
OF penne 6 wk | 1011 1,84 1,23 





D. h. mit der Fortnahme vieler Formbestandteile kommt es 
zu erheblich leichterer FlieBlichkeit. Bei Nr. 1 und Nr. 5 ist die 
Viscositétsabnahme geringer, sehr wahrscheinlich wegen des 
gréBeren Schleim- bzw. EiweiB®gehalts dieser Harne. 

Von C. Posner wurde darauf hingewiesen, da derartige 
Viscositatsdifferenzen zwischen nichtfiltriertem und filtriertem 
Harn auch dann noch bemerkbar sein kénnen, wenn die gewohn- 
liche mikroskopische Betrachtung des Sediments nur geringen 
Aufschlu8 tiber Formbestandteile gibt. Erst das Dunkelfeld hat 
gelehrt, daB trotzdem iiberaus zarte Zylindroide (Prizylinder) 
in so groBer Menge vorhanden sein kénnen, daB sie den Viscositats- 
unterschied zwischen Filtrat und Nichtfiltrat bedingen. 

Naclk den bereits gegebenen Hinweisen sollte man fiir Albu- 
minurien generell eine héhere Viscositaét annehmen. Bei Be- 
stimmungen an einem Fall von Nephrose ergab sich: 


























Krank- | Albumen des Filtrats Spez. 
heits- pach EBbach Gewicht Rel. 
tag- in °/oo in g Viscositat 
j | 
5. 124/, | 1010 | 1,05 
8. 9 Dee oS 
15. | 4/s 1008 | 1,01 
18. } 3/5 1010 | 1,04 
23. | 4 1020 ~|~—s1,08 
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An weiteren Fillen: 











| Albumen Spez. Rel. 
Nr. | Krankheit nachEBbach| Gewicht | Vis- 

_| "lee in g cositét 
1 Saseeiiiiee. Sihene 7 | 1025 | 4 08 
a an 7 ; 1016 | 1,06 
3 |Glomeralonephritis |. || 6 | 1020 | 1.06 
4 | Haimatooligurie . . ? 1032 | 1,16 
5 || Sekundire Schrumpfniere M/, | 1009 | 1,02 
6 ||Nephrosklerose ....{ Spur {| 1022 | 1,03 


Im Falle der Nephrose machen sich eher die Konzentrations- 
werte als die EiweiBquoten geltend, besonders bei Vergleichung 
des ersten mit dem letzten Ergebnis. Bei den anderen Albuminurien 
liegen die Viscositatswerte etwas héher, bewegen sich aber auch 
noch nahe an der normalen Breite. 

Hingegen kommt der EinfluB der Kolloide bei einer anderen 
Korperflissigkeit ganz anders zur Geltung: 








| Albumen 





| | 
Nr.| Krankheit | Flissigkeit mary aaa | Pa il | =... 
_l Saw BG awe See. Gar Tama 8 
1 Nephrose | Harn S | 2 | 1,05 
2 . Ascitesfliissigkeit | 14 | 1010 | 1,29 


Es ist also, was auch fiir die Deutung der Oberflachenspan- 
nungswerte in Betracht zugiehen ist, der verschiedene Lés ungs- 
zustand des Harn- bzw. AsciteseiweiSes auf die innere Reibung 
von Einflu8. Alle Bedingungen, die die EiweiBlésung dem Cha- 
rakter eines Suspensoids annihern, werden ihm auch die ihm 
urspriinglich eigene hohe Viscositaét (und niedrige Oberflichen- 
spannung) nehmen. Findet Flockung statt, so steht das Eiweib 
unter den gleichen Bedingungen wie die vorhin erwaihnten Sedi- 
mente, wird also beim Filtrat nicht mehr beriicksichtigt. Die 
Annahme von Lichtwitz™), daB der Lésungszustand des Ei- 
weiBes bei der Sekretion vergrébert wird, zu der ihn Goldzahl- 
Untersuchungen fiihrten, findet also viscosimetrisch eine neue 
Bestatigung. Gleichzeitig wird die Unzulissigkeit, aus der rela- 
tiven Viscositat auf die Anwesenheit von Kolloiden quantitative 
Schliisse zu ziehen, deutlich illustriert. 

Zum Studium des Einflusses der Kolloide, der Konzentration 
und der Temperatur wurde Harn eines Gesunden mit einer | proz. 
wasserigen Gelatinelésung versetzt und die Durchlaufszeiten im 
Ostwaldschen Viscosimeter bestimmt. (Die Zahlen wiren zweifel- 


4 
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Biochemische Zeitschrift Band 119. 
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los bei direkter Lésung der Gelatine im Harn noch instruktiver 
geworden. ) 





























Iproz. ] Spex Durchla’ 
Harn Gelatineléeung Gew. _ ufszeiten in a 
com com | 20° oo i AE Ba 40° | 42° 
0 10 —- | 1008] 85 |80 | 764,)73 | 70 
3 7 | 1010} 79 3% 13" 71 | 69 
5 5 | 1015| 77 |% 69"), | 66'/, 
. 3 | 1022] 73 69"), 63*/, | 61"/, 
10 | 0 | 1028] 69 lee"? +1 83"), | 62 | 60 


EiweiBhaltige Harne zeigen nach Erhitzen auf etwa 50° 
und folgender Abkiihlung Zunahme der Viscositaét, so z. B. von 
1,05 auf 1,08 und von 1,04 auf 1,06. — EiweiBfreie Harne und 
solche, die beim Erwarmen kein Sediment fallen lassen, zeigten 
nach Kochen keine Anderung der inneren Reibung. 

Zur Frage der Beziehungen zwischen Vermehrung der gelésten 
Substanzen und der Viscositét wurden Zuckerharne herangezogen, 
da in gewissen Grenzen mit Erhéhung des Zuckergehaltes auch 
Erhéhung der Viscositat zu erwarten war. Hier einige Beispiele 
von Glykosurien: 




















Zuckergehalt Spez. Relative 
in % Gewicht Viscositat Senetnnge 
— | 1011 1,0f% | 
04 | 1015 1,00 
1,0 | 1023 1,04 
1,2 | 1018 1,08 |  Acidose 
3,2 | 1024 1,04 
3,2 | 1035 1,19 
3,6 | 1019 1,08 
40 | 1027 1,14 | Albumen + 
4,4 | 1035 1,16 Albumen + 


Auch fortlaufende Bestimmungen an einem Fall von Diabetes 
lieBen lediglich eine ungefaihre Parallelitét zwischen innerer 
Reibung und Zuckergehalt erkennen. Tanaka?) fand, daB Harn 
bei Phloridzindiabetes in jedem Fall viscéser als Normalharn sei. 
Die Differenz zwischen den beiden Viscositaétswerten verhielt 
sich nicht proportional der Zuckermenge. Er nahm daher an, 
daB auBer Zucker und Salzen zeitweise noch kolloidale Substanzen 
im Harn gewesen sein miissen, die auf die Viscositét einen groBen 
EinfluB haben, auf das spezifische Gewicht aber nicht. Fiir die 
Fille von echtem Diabetes ist an kolloidal ausgeschiedene 
Kohlenhydrate zu denken. 


onsen 
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Fir eine wisserige Traubenzuckerlésung gestalten sich die 
Werte: 








- | Relative 
in % Spex. Gewicht | Viscositat 





1 1002 

10 1034 

und bei einem mit Traubenzucker versetzten Harn 
& .¢ | 1035 | 1,15 
10 | 1043 | 1,27 


Traubenzuckerlésung | 
| 





Von einer groBen Anzahl von Krankheitsfillen sei hier nur 
eine kleine willkiirliche Auswahl wiedergegeben, da sich die 
Ergebnisse in uncharakteristischer Weise wiederholen. Es wurden 
stets die Morgenharne (und zwar filtriert) untersucht. 








Spez. Relative 
| Gewicht Viscositat 


Zz 
Hs 


Krankheit 





| Endocarditis lenta . . . . | 1027 
Atherosklerose 1016 
Abdominaler Tumor .. . 1025 
Pleuritis tuberculosa . . . 1012 
Arthritis deformans ... 1020 
Phthisis pulmonum .. . 1' 22 
Mitralinsuffizienz .... 1018 
Enteritis 10.29 
Neurasthenie 1010 
Morbus Basedowii . . . . 1026 
Oedema fuyax . ie pea 1024 
| Typhus abdominalis . . . 1028 
Sepsis ~. . . 1014 
Carcinomatosis peritonaei . 027 
Pleuritis acuta 1017 
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Wie zu erwarten, sind die Werte nicht von der Norm abwei- 
chend; auch lassen sie keine deutliche Beziehung zur Dichte 
erkennen. 


Stalagmometrische Untersuchungen. 


Beim Harn als einem Gemisch mehrerer wisseriger krystal- 
loider und kolloider Lésungen, wird sich die Entspannung der 
Oberfliche auf dem Wege der mechanischen Adsorption voll- 
ziehen kénnen und zwar so, daB in dem Wettstreit zwischen 
positiver und negativer Adsorption die fast stets wirksameren 
capillaraktiven Kérper eine Spannungserniedrigung eintreten 
lassen. 
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Zur Ermittlung der Stoffe, die die Oberflachenspannung 
normaler Harne auf einen auf Wasser bezogenen Wert von durch- 
schnittlich 75—90% erniedrigen, war es instruktiv, einen ,,kiinst- 
lichen synthetischen Harn‘ herzustellen, um stalagmometrisch 
die Einfliisse abzuschitzen, die die harnfahigen Substanzen auf 
die Oberflachenspannung ausiiben. 

Die hergestellte Lésung hatte folgende Zusammensetzung: 
NaCl = 10g, MgSO, = 2g, K,HPO, = 3,1 g, Harnstoff = 10 g, 
CaCl, = 0,4g, FeCl, = 0,001 g, HCl (25proz.)= 10 Tropfen, 
Hippursiure = 0,5 g, harnsaures Natron=0,5 g, Kreatinin 
=1,0g. Die einzelnen, z. T. in der Hitze gelésten Substanzen 
wurden in obiger Reihenfolge zugesetzt, das ganze auf 1500 ccm 
aufgefiillt. Die Lésung zeigte ganz leichte Opalescenz, reagierte 
gegen Lackmus schwach sauer, hatte ein spez. Gewicht von 1011. 
Die relative Viscositat betrug 1,005, das Tropfengewicht war fast 
genau gleich dem des Wassers. Diesem ,,Harn“ fehlten also vollig 
die capillaraktiven Substanzen. Durch Zusatz gewisser Substanzen 
konnten Veranderungen erzielt werden. 








| ~ | Konzentration | Relative | 
| Zugefiigte Substanz | derselben | Viscositat 
| /o 


Ht 
it 
| 


Zz 
a 





| Originallésung . — | 1,005 /| 100 

Blutserum .. . 0,75 | 1,066 | 84,17 

Traubenzucker . 5 | 1,146 | 97,12 
4% 1270 | 96,42 


1,009 | 95,68 
1,013 | 93,52 
1,018 | 90,64 
1,003 | 69,78 
1,004 | 64,74 
1,004 | 64,03 


Aceton’ whee 0,5 
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Wahrend sich also Traubenzucker und Aceton*) wenig wirk- 
sam erwiesen, auBerten Serum und Galle einen deutlich erniedri- 
genden EinfluB. 

Unter den pathologischen Harnen, die beziiglich ihrer Ober- 
flaichenspannung am meisten auffallen, sind besonders durch die 
Arbeiten von Lyon - Caen die ikterischen bekannt}*). Fiir Galle 
selbst als Kérpersaft von geringster Spannung ergeben sich hier 
folgende Werte: 

*) Aceton wurde deshalb gewahlt, weil Harne von Diabetikern, die 
Ketonkérper ausschieden, niedrige Oberflichenspannung aufwiesen. 
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Blasengalle von Leichen: 








Nr. Krankheit Alter | Ponto Vi bo | y Aussehen 
1 | Lungen-Phthise .|69Jahre| 1019 | 1,84 62,12 | hellbraun 
2 || Myodegeneratio | tief dunkel- 
Ce es Pee 1033 2,59 60,43 | ~— griin 
3 1,77 59,70 | dunkel- 


So ers oS te 1024 
| | | braungriin 

In der Galle sind es die gallensauren Salze, die in hohem MaBe 
adsorbierbar sind. Farbstoffe, Pseudomucin und Cholesterin 
gelten als oberflicheninaktiv. Es erwies sich aufs neue, daB der 
Urin Ikterischer trotz seines absolut geringen Gehalts an Gallen- 
siuren eine sehr niedrige Oberflichenspannung hatte, etwa 
10—20% von der gewoéhnlicher Harne abweichend. 

Folgende Tabelle zeigt den Einflu8 der Gallenkonzentration 
im Urin. Zu 10ccm gewohnlichen Harns werden steigende 
Mengen Blasengalle zugesetzt. 














Gallen- TropfengréBe 
Urin meets in Teilstrichen | Durchlaufszeit 
des Stagonometers | 
in ecm incem | (Wasser: 185) | in Sekunden 

_ ieee He ee 100 109 

ae ae 87 | 109 
Ee Se 80 | 109,5 
10 0,3 76 110 

10 0,4 73 | 111 

10 | 0,5 71 | 112,5 
10 0,6 70 114 

10 } 0,7 | 69 116 

10 0,8 68 118 

10 0,9 68 123 

10 | 1,0 68 125 


Also relativ gréBere Wirksamkeit bei kleineren Konzentra- 
tionen; auch zeigt die entsprechende Kurve bei den héheren 
Konzentrationen asymptotischen Verlauf, bietet also das Bild 
einer Adsorptionskurve. Der Einflu8 der gleichen Galle auf 
destilliertes Wasser war ein weit geringerer: 








1 


Aqua dest.+ Galle | Tropfen- | Durchlaufszeit 





in cem inecm | grbe | in Sekunden 
5 0,0 139 109 
5 0,05 118 109.5 
5 0,1 | 110 110 
5 015 | 104 111 
5 0,2 | 100 111 
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Hier entspriche erst der etwa 1proz. Gallenzusatz einem 
Werte von 80%. Die Deutung dieser Werte liegt in der von 
Traube und Girard entdeckten, besonders bei den Glykocholaten 
auffalligen indirekt erniedrigenden Wirkung der Mineralsalze. 
Es wurde hier dem Einflu8 des Kochsalzes nachgegangen. 














Gehalt der 
Kochsalzlésung y 
nay * 
0,5 99,77 
2,0 100,05 
4,0 100,58 





D. h. die Oberflichenspannung des Wassers wurde erhéht. 
Es wurden gelést je 1 ccm Galle in 100 ccm NaCl-Lésung 
von verschiedenem Gehalt: 














Gehalt der 
Kochsalzlésung y 
in % 
0,5 67,63 
2,0 65,46 
40 63,30 


Es wurden gelist je 10ccm Galle in 100ccm Ag. dest. 
und gewoéhnlichem Harn (y = 84,9): 


Y 
Aqua destillata . . . 63,30 
pO Oe pee ae 61,87 


Der spannungssenkende KinfluB des Kochsalzes bei An- 
wesenheit von gallensauren Salzen trotz seiner an sich erhdhenden 
Wirkung ist in beiden Versuchen deutlich. 

Bei Beobachtung einer Reihe von Ikterusfillen ergab sich: 

















Nr. Krankheit Y 
1 | Icterus catarrhalis. ...... 68,5 
2 - Ted Die Seem ar 67,1 
3 é ARES say aeuaeatass sLeeaee 67,8 
4 . Bn eg tee Cat ot 69,0 
5 ial ME A digg es aria Mg 65,5 
6 ‘6 BAN wtp oy gm.) ptt, 68,4 
7 | Cholangitis subacuta ..... 68,7 
8 || Akute gelbe Leberatrophie . . . | 67,6 
9 | CholelithiasisI ........ 66,9 
WU ee ee 71,2 
Ll SCCM Ee es 72,66 
12 | Hepatitis luetica ....... 66,2 
13 | Carcinom des Ductus choledochus | 64,23 
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Wie zu erwarten war, zeigten sich in den Atiologisch ver- 
schiedenen Fallen keine charakteristischen Abweichungen. Unter- 
suchungen iiber Beziehungen zwischen Oberflichenspannung 
und dem Gehalt an Gallenfarbstoffen sind noch nicht abgeschlossen. 

Hier einige Daten iiber die Sera ikterischer Patienten: 





Krankheit y 





1 Icterus catarrhalis | 70,6 
2 | 





. " 78,4 
3 | Cholangitis . . . | 76,4 
4 | Icterus catarrhalis | 70,5 


D. h.: Ikterische Sera zeigen eine Erniedrigung um etwa 
10—15% gegeniiber Werte der Norm, die zwischen 80 und 85% 
liegen. 

Durch wiederholte Messungen kénnen in derartigen Fallen 
Kurven der Spannungswerte erhalten werden, die mit zunehmen- 
der Heilung einen deutlichen Aufstieg von y erkennen lassen: 
Icterus catarrhalis. 








Krank- Spez. 
heits- Gewicht Y 
tag in g 


ee 








3. | 1039 | 669) 1 
4. | 120 | 693 | 1 
7. | 1010 | 749 | 1,00 
1 
1 











10. | 1021 | 738 | 
12 | 1018 | 77,2 


Ahnliche GréBenordnung zeigen wisserige Lésungen von 
Hamoglobin (Merck). 








Gehalt der | 
Hamoglobin- | | Rel. 

lésung Y Viscositat 
in %o 

0,5 | 67,39 1,01 
1,0 | 65,14 1,06 
2,0 63,69 1,15 
3,0 | 62,78 _ 
4,0 61,08 — 
5,0 61,04 — 


Bei den hier untersuchten blutigen Harnen handelte es sich 
meist um solche, bei denen nur ein Teil des Blutfarbstoffs frei 
geworden war. Bei Hiamoglobinurie beobachtete C. Posner 
einen Harn vom spez. Gewicht 1021, mit relativer Viscositat 
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von 1,44 und y = 64%*). Bei Himaturien waren geringere Werte 
zu beobachten: 








Krankheit | oy» 





1 Glomerulonephritis I . . | 72,99 
2 feceny I .. | 74,58 
3 || Traumatische Nierenreizung | 75,32 
Besonderer Erwahnung bediirfen noch jene Harne, die ein 
Sediment von harnsaurem Natron aufwiesen. Durch Erwirmen 
gehen die Urate in Lésung, um nach gewisser Zeit wieder auszu- 
fallen. Stalagmometriert man das Filtrat derartiger Harne und 
gleichzeitig die auf Versuchstemperatur gebrachte Lésung, so 
ergeben sich folgende Unterschiede: 














Krankheit y-Filtrat | y-Losung | Urat-Sediment 
Sepsis 1. Tag | 74,10 | 68,34 | ++ 

» 2 . ™)) 82,01 | 80,54 + 
Dyspepsie.". . || 71,86 | 63,31 | +++ 
Ca peritonai. . 71,94 | 68,41 + 


Folglich eine Abnahme der Oberflichenspannung nach Auf- 
lésung des Sedimentes. Da harnsaures Natron als solches auf 
die Oberflaichenspannung keine Wirkung ausibt, so ist anzu- 
nehmen, daf ein Teil der Kolloide sich bei der ersten Untersuchung 
in reversibler Fallung befand, die durch Erwairmen wieder auf- 
gehoben wird. Die Schutzkraft der Kolloide tritt wieder ein und 
die Dispersitétszunahme tritt auch stalagmometrisch in Er- 
scheinung. Es sei auf entsprechende mit der Goldzahlmethode 
gewonnene Untersuchungsergebnisse von Lichtwitz?*) hin- 
gewiesen, der fiir stabile Uratharne nach Kochen betrachtliche 
Erhéhung der Schutzwirkung des Harns fiir Golsol feststellte. 

Bemerkenswert ist der Ausfall der Reaktion, der span- 
nungserhéhende Einflu8 der Alkalinitaét. Ein normaler Harn vom 
spez. Gewicht 1026 wurde kiinstlich angesiiuert bzw. alkalisiert. 

Zu 10cem Urin wurde zugesetzt "/,)-HCl 


com ? 
3,5 78,10 
1,9 84,32 
1,0 91,97 


*) Persénliche Mitteilungen. 
**) Am 3. Tage, an dem nur sehr wenig Urate ausgefallen waren, er- 
gab sich keine Differenz zwischen Filtrat und Lésung. 
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Zu 10ccm wurden zugesetzt ®/,,.-NaOH: 


cem y 
1,0 93,43 
1,9 93,48 
3,1 93,50 
4,3 97,08 


Entsprechende Resultate ergab der Versuch einer Alkali- 
sierung des Harns in vivo: 
I NR era ee eee Chae a lek eek ty oe 69,39 
Nach Zusatz von 4ccm 8/,;>-NaOH ........ 75,42 
Nach Einnahme von 8g NaHCO,, 3 Std. spiter . . 78,41 
D. h. der Versuch fallt wie der obige aus, wobei die hier an sich 
geringeren Werte von y mit der Betrachtung nichts zu tun haben. 
Ahnlich gestaltete sich auch der Versuch, durch Alkalisierung 
des Harns im Kérper Schwankungen des y-Wertes zeitlich zu 
verfolgen. 
Als Indikator ist Phenolophthalein benutzt: 

















Zur Neutralisierung | 
Se Spex verbrauchte Rel 
Zeit mmmené?! Gewicht | “iw NaOl aut | viscositat y 
in com ecm 

P4y | 40 1025 3,3 | 1,059 | 74,82 
105 i Einnahme von 5 g NaHCO, in 1 Liter Wasser 
108 10’ 22 1023 | 2.8 | 1,059 78,41 
105 40’ 250 1003 | 0,5 | 1,009 95,61 
115 10’ i 350 1002 | 0,2 | 1,004 | 97,84 
115 40’ | 78 1012 0,4 1,013 | 91,36 
12107 =| 34 | 1016 | 0,6 1,023 83,89 
125 40’ H 46.1 IO - | 0,8 | 1,023 83,45 

iy =| 37 | 1018 | 1,2 | 1,009 | 82,73 

bs oO: 3° 3. J 1,6 | 1,013 83,45 

aiy | 93 | 102 | 7 ~—s | --:1082 | 82'80 


Der Versuch lehrt, daB zwar der geringste Viscositats- und 
Oberflichenspannungswert mit dem geringsten Sauregrad zu- 
sammenfallt, daB aber beide Werte von dem zu dieser Zeit 
geringsten spez. Gewicht abzuhangen scheinen. 

Es seien vor der Zusammenfassung noch einige allgemeine 
Anmerkungen zur Kritik der Methode gemacht. Zunichst sei 
daran erinnert, daB die zwar feinen Capillaren unserer Experi- 
mente noch um ein Vielfaches das Kaliber der Harnkanalchen 
iibertreffen und da diese einen ganz anderen nach der Korper- 
lage dauernd wechselnden Verlauf haben, so da8B die einfache 
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Hydrostatik der Apparatur mit den komplizierten Verhialtnissen 
des Kérpers nicht konkurrieren kann. Doch bleibt bei der Absicht 
relativer Messungen der in der inneren Reibung gegebene wichtige 
Faktor des Abflusses noch deutlich erkennbar. 

Eine andere Einschrankung sei fir die Stalagmometrie 
angefiihrt. 

Was wir experimentell messen, ist immer die Spannung des 
betr. Flissigkeitstropfens gegen Luft, also die Grenzflichenspan- 
nung fliissig-gasférmig. Bei der Abwesenheit von Gas in den 
Nierenkanilchen bleibt auBer der Spannung zwischen der Fliissig- 
keit und den Kanalchenwandungen nur die Spannung zwischen 
dem Lésungsmittel und den in ihm befindlichen Bestandteilen 
ibrig, mégen diese nun grob dispers oder kolloidal verteilt, fest 
oder fliissig sein. Ist, um nur von einem Dispersoid zu sprechen, 
a das Léisungsmittel, 6 der geléste Stoff, 1 die Luft und sind diese 
Bezeichnungen noch insofern zu modifizieren, als a durch die 
Lésung von 6 in ihm seinen Charakter in a’ andert und desgleichen 
6 in 6’, dann gilt nach einem von Anton") abgeleiteten Gesetz 


die Beziehung: Pee a 

et ek 
worin 7 im Versuch gemessen wird, wahrend das eigentlich 
Interessierende : ist. Wird also bei vergleichenden Versuchen 


; niedriger gefunden, so kann jedes der rechtsstehenden Glieder 


oder beide kleiner geworden sein, ob in demselben Verhiltnis 
bleibt dabei fraglich. Insofern sind bei der Schwierigkeit, direkte 
Grenzflachenspannungsmessungen vorzunehmen, nur qualitative 
Schatzungen iiber das tatsichlich in der Fliissigkeit Vorgehende 
erlaubt, die itibrigens durch das Studium der Mischbarkeiten 
zweier Fliissigkeiten unterstiitzt werden, insofern als bei wachsen- 
der Grenzflichenspannung zwischen ihnen ihre Léslichkeit ab- 
nehmen muB. 


Zusammenfassung. 


In Bestitigung alterer Arbeiten wird die relative Viscositit 
normaler Harne zwischen 1,0 und 1,05 gefunden. Sie geht der 
Konzentration des Harnes und bei Glykosurien dem Zuckergehalt 
nicht streng parallel. Stark viscositétserhhend wirken Form- 
bestandteile. 
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Fiir den im allgemeinen viscositétserhGhenden Einflu8 des 
pathologischen HarneiweiBes ist sein Lésungszustand von Be- 
deutung. 

In allen Harnen mit gréBerem Kolloidgehalt sind die Kolloide 
fiir die Viscositét wirksamer als das spezifische Gewicht. 

Fiir eine Anzahl von Krankheiten fanden sich keine charak- 
teristischen Viscosititswerte. 

Ein kiinstlicher, kolloidfreier Harn hat die gleiche Ober- 
flachenspannung wie reines Wasser. 

Zusitze von Traubenzucker und Aceton erniedrigen die 
Spannung wenig, Serum und Galle betrichtlich. 

Es werden Daten fiir die Oberflichenspannung von Galle 
mitgeteilt und der verschieden bathotone Einflu8 von Galle auf 
Kochsalzlésungen, Harn und destilliertes Wasser gezeigt. 

Die Oberflichenspannung von ikterischem Harn und Serum 
bestatigt sich als deutlich erniedrigt. Atiologisch bedingte Unter- 
schiede ergeben sich nicht. Es l48t sich in Fallen von Ikterus 
der allmahliche Anstieg des y-Wertes verfolgen. 

Es werden Spannungswerte von wisserigen Hamoglobin- 
lésungen mitgeteilt, sowie Werte bei Himaturien und in einem 
Fall von Hamoglobinurie (C. Posner). 

Es wird auf die Erniedrigung der Oberflachenspannung 
nach Erwarmung relativ stabiler Urat-Harne hingewiesen. 

Die Bedeutung der Reaktion fiir y wird mit einigen Bei- 
- spielen belegt. 
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Die raumliche Trennung von Glykogen und Diastase 
in der Leberzelle. 


Von 
E. J. Lesser. 
(Aus dem Laboratorium der Stadtischen Krankenanstalten in Mannheim.) 
(Eingegangen am 14. April 1921.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Messung der Glykogenhydrolyse nach mechanischer Zer- 
kleinerung der Leber kann die Frage, ob in der Leberzelle eine 
raumliche Trennung zwischen Glykogen und Diastase besteht, 
nicht entscheiden [J. Bang, Kerner und Lesser’)]. Durch 
die Untersuchung des Mechanismus der Adrenalinwirkung an der 
herausgeschnittenen Leber des Winterfrosches nach dem Verfahren 
von Fréhlich und Pollack gelang es dann, eine riumliche Tren- 
nung von Diastase und Glykogen in der Leberzelle nachzuweisen?). 
Ich habe indessen noch nach weiteren Methoden gesucht, diesen 
Nachweis auf méglichst einfache und einwandfreie Weise zu 
fiihren. Es ist friiher gezeigt worden, daB die Glykogenhydrolyse 
im unbefruchteten Ovarialei des Frosches sehr stark steigt, wenn 
die Eier in hypotonische Lésungen gebracht werden. Nunmehr 
wurde untersucht, wie sich die Zuckerabgabe der Froschleber 
gestaltet, wenn man diese nach dem Verfahren von Fréhlich 
und Pollack durchstrémt, die Ringerlésung aber anisotonisch 
macht. 

Es wurde friiher bereits darauf hingewiesen*), daB die Durchstrémung 
der Froschleber mit groBen Mengen Ringerlésung, wie sie Fréhlich und 
Pollack vorgenommen haben, nicht zweckmaBig ist. Bei diesen neuen 
Versuchen habe ich daher pro Stunde nur etwa 50 ccm Salzlésung durch 


1) Diese Zeitschr. 102, 284. 1920. 
2) Diese Zeitschr. 102, 304. 1920. 
3) Diese Zeitschr. 102, 294. 1920. i 
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die Leber laufen lassen. Um Anoxybiose zu vermeiden, wurde die Salz- 
lésung vor dem Versuch mit Sauerstoff gesattigt und blieb wihrend des 
Versuches unter konstantem Sauerstoffdruck. Hierzu diente eine einfache 
Vorrichtung (siehe Abb. 1): ein vorgeschaltetes Sauerstoffreservoir, durch 
das dauernd Bombensauerstoff strémte. Der Druck im Sauerstoffbehalter 
wurde durch ein Uberlaufventil konstant gehalten. Die Ausstrémungs- 
geschwindigkeit der Ringerlésung aus der tubulierten Flasche wird durch 
verschieden hohes Einstellen des Wasserspiegels am Uberlaufventil reguliert. 
Als Sperrfliissigkeit im Sauerstoffbehalter dient 10 proz. Kalilauge. Wird 
der Hahn am Uberlaufventil geschlossen und der Gummistopfen der tubu- 
lierten Flasche nur lose aufgesetzt, so geht der Sauerstoffstrom durch die 
Ringerlésung und diese kann so leicht mit Sauerstoff gesiittigt werden. 
Im iibrigen wurden die Versuche und die Analyse der Durchstrémungs- 
fliissigkeit auf Zucker in derselben Weise durchgefiihrt wie friiher. 


Die Ergebnisse einer Reihe derartiger Bestimmungen zeigen 
die Tabellen I und II. Die Gesamtzuckermenge (Tabelle I), 









0,-Reservoir; 


Sperrflissigket 
20% KOH 
























Abb. 1. 


welche bei Zimmertemperatur in den ersten 4 Stunden nach 
Tétung des Tieres aus der Leber herausgewaschen wird, betrigt 
fiir 100g Leber in den Monaten August bis Februar zwischen 
300 und 500mg. Der zeitliche Verlauf der Zuckerbildung, die 
,,Zuckerkurve, zeigt in der ersten Stunde ihr Maximum, in der 
2., manchmal der 3. Stunde ihr Minimum und steigt in der 3. oder 
4. Stunde meist zu einem 2. Maximum wieder an. Die GréBe 
der Zuckerbildung in den verschiedenen Monaten, fiir 100g 
Leber und 4 Stunden berechnet, ist in der Kurve 1 dargestellt. 
In dieser Kurve sind auBerdem auch die friiher in den verschie- 
denen Monaten fiir die diastatische Wirksamkeit der Leber 
erhaltenen Werte eingezeichnet (vgl. meinen Aufsatz in den 
Ergebnissen f. inn. Med. u. Kinderheilk. 16, 290. 1919). Die 
diastatische Wirksamkeit ist die Glykogenabnahme in der heraus- 
geschnittenen Leber in 4 Stunden pro 100g Leber bei 22°. Die 
Glykogenwerte sind in der Kurve in Traubenzucker umgerechnet 
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Tabelle I. 
| Ge- | | Traubenzucker pro 100g| Leber i 
\lschleent|L@ber-| ane etek § 5 2 
Datum | und | 8 | 1 | #2 | & | 4& | des |Bemerkungen| $54 
|| Gewicht wicht | Durchstroémungsstunde | Kérper- Had 
cere | 8 | & | mg | mg | mg | mg gew. iat ee ale 
15. XIL.19//Q? |7,2 |120| 110} 88/112} — | Ringerlésg.| — 
19. XIT. 19 |} 9 98 |5,5 | 122; — | 109| 160} 5,61 m 
2.1.20 {959 |2,8 | 143} 121 | 180| 207] 4,75 on — 
7.1.20 {947 | 2,33) 167/116); — | —| 4,95 oe _ 
9.1.20 | 255 | 307/190) 97/| 111/153] 5,60 “ —_ 
3.11.20 | 945 |1,8 | 200/ 140} 128 | 233} 4,0 nit i 
16. 1.20 |g 41 | 2,34) 211) 73) 130} 100} 5,7 a } — 
19. 11.20 | O71 |3,66; 85; 71{/ 80/115] 5,1 | frischgef.Tier) — 
23. II.20 | 949 | 2,94/ 186 150 | 135/| 165! 6,0 Ringerlésg. | 
2. III. 20 |g 43 | 2,37 | 245 | 177 | 306 | 430; 5,5 pA };— 
6. III. 20 |g 33 | 1,92; — | 187} 195 | 284] 5,8 i 
16. III. 20 | © 55 | 3,03 | 231 | 158 | 221 | 270; 5,5 pt | 
20. III. 20 | 9 43 | 1,96| 170 | 138 | 193 | 260| 4,3 ob Pe 
30. ITI. 20 | Q 47 | 1,50 | 270 | 192 | 154 | 300! 3,2 vf ken 
10. IV. 20 |g 36 | 1,87 | 255 | 164 | 311 | 361/| 5,2 * | — 
5. VI. 20 || © 54,5) 0,96 | 320 | 210 | 280 | 270/| 1,76 es | 
24. VIII. 20/9 71 | 3,76) 110; 55| 47| 66) 5,3 |0,7% NaCl | 26,36 
7.X.20 | 950 | 1,25| 197 | 134 | 124; — | 3,05 | 0,7% NaCl! 25,9 
13. X.20 | 968 | 4,55|125| 95/110} 85| 65 |0,7% NaCl) 26,3 
22. XII. 20 | @ 82 | 4,75 | 215 | 111 | 105 | 124) 5,8 | 0,6% NaCl | 30,24 
23. XII. 20 | 9 81 | 4,60) 170 | 103; — | — | 58 |0,6% NaCl; — 
Tabelle II. 
Durchschnittswerte der einzelnen Monate. 
Traubenzucker pro 100 g Leber 
Monat in der Gesamt- — 
1, Std. | 2 Std. | 8 Std. | 4 Std.) wert | Loo, 
ree mg mg mg mg sua 
MN eins gs 5 re ae oe 110 55 47 66 288 1 
CS Sa, gee ee ere 161 115 117 85 478 2 
eS Se ie iw 157 108 101 132 498 4 
MR ao ei ig ice git 133 | 111 97 | 120 | 461 3 
ERG So's) one cee Ee 168 109 118 153 548 4 
Mag Te Reena mre ae cat y ae 229 203 267 386 | 1085 5 
NN a 35 e. ep oh to oe ce 255 | 164 | 311 | 361 | 1071 1 
MR ae eS eae 320 | 210 | 280 | 270 | 1080 1 




















worden. Man sieht, daB die Kurven im groBen und ganzen ahn- 
lich verlaufen. Der Glykogenverlust ist mit Ausnahme der Monate 
Dezember bis Februar gréBer als die Zuckerbildung. Die Glykogen- 
versuche sind aber bei einer Temperatur, die 5° héher liegt als 
die der Durchstrémungsversuche, durchgefiihrt worden. 


Das 


spitze Maximum, welches die Glykogenkurve im Marz zeigt, 
fehlt in der Zuckerkurve. 


Sonst aber stimmen beide Kurven 
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miteinander tiberein. Die hohen Werte liegen in den Monaten 


111 


Marz bis Juni, die niedrigen in den Monaten August bis Februar. 


LaBt man in den Mo.- 


stark hypertonische Ringer- 
lésung durch die Leber laufen 
(4 —1,2°), so steigt die in 
4 Stunden von 100g Leber 
abgegebene Zuckermenge 


sehr erheblich (Tabelle III “ 


und IV). Im Januar geben 
die Lebern, welche mit hy- 
pertonischer Ringer- 
Kochsalzlésung (enthaltend 
etwa 1,8% Kochsalz, 4 etwa 
—1,2°) durchstrémt werden, 
rund 5 malsoviel Zucker abals 
die Lebern, welche mit iso- 
tonischer Salzlésung (Ringer- 
lésung oder 0,7% Kochsalz, 





A TrZ. pro 100g Leber u4” 
; 1800 
naten August bis Januar 


oder x, 


Abb. 2. 
Zuckerwerte bei Durchsptilung. 
——_—— Diastatische Wirksamkeit. 








A etwa —0,42°) durchstrémt waren. Im August geben die hyper- 
tonischen Lebern 4 mal mehr Zucker ab, im Oktober 2,4 mal mehr, 


Tabelle III. 
oes mit hypertonischen aN: 






































| Ge- LB) | ingtieuihee pro 100g | 3 5 | 
schl ht £3 a ae | ' id | Durchstrémungs- 
Datum und |W & a “ 
Gewicht, * | stale sta’s. stala. sta. si | Saas 
cz | g | mg | mg | mg | me [Ss | 

3. I. 20 r 59 | 2, 48 | 340 700 | 800 | 522 | 4,5 | Ringerléeung mit i 

| etwa 2% NaCl 

5. 1. 20 Q 54 | 2, 12 | 332 84 865 | 695, 3,92 | Ringerlésung |— 1, 15) 

| | +5% Naso, | | 

7. I. 20 9 47 1,80; — | — | | 455 | 580 | 3,92| Ringerlésung |—1,15) 

| + 5% NaSO, | 
23. VIII. 20) 2 65 | 2,24 | 270; 410; — 355 | 3,45 | 4 1 8°, NaCl j—1,15 
25. VIII. 20) Q 48 | 2,32 | 194 | 292 | 361 375 4,83) 1 8% NaCl . 

8, X. 20 2 45 | 1,25 265 | 302 302 | | 2,76 2% Nal | — 
ll. X. 20 Q 55 | 2,74 | 332 | 212 305 | 305 | 4,95; 1,8% NaCl — 
20. XII. 20 | Q 70 | 2,91 455 | 530 550 | 620' 4,16) 1 9°) NaCl |—1,24 
23. XII. 20 | 9 81 | 3,93, — | — | 235 | 465 | 4,72 etwa 1,8%, NaCl! — 124 
27. XII. 19 | 9 64 | | 2.55 | 172 — | 702 720 | 3,98 Ringeriosung mit|— 1, 1,12, 

| 1,8% NaCl | 





7 ~— 
| Gehalt 


| der Leber 
an 
Trocken- 
| substanz 
| in Free. 


28,91 
29,88 


29,03 
32,6 


AN 


seamen, 3D aie 













cocinand 
so ye ree 


orale, Mieve-e wenn. 














112 E. J. Lesser: 


Tabelle IV. 
Durchschnittswerte der einzelnen Monate. 
Durchstr6mung mit hypertonischen Lésungen. 











Traubenzucker pro 100 g Leber Zahl 
M in der Gesamt- Durchstrémungs- | der Be- 
Monat | 1. sta. | 2. sta. | 8. std. | 4. sta. | menge | ianigkelt | stim 
mg mg | mg mg | mung 
Dezember. | 172 — | 702 | 720 | 1994) Ringermit | 1 
| | | | as se NaCl 
Januar. . | 336 767 | 833 | 608 | 2544 | asselhe 
April. . . | 283 | 267 | 290 | 297 | 1107 | —dasselbe 
Juni... || 440 440 | 280 146 | 1306 | dasselbe 


August . . | 232 | 351 | 361 | 365 | 1309 | NaCl 4 —1,15 | 
Oktober. . |, 284 | 257 | 304 305 | 1150} NaCl1,9% | 
Dezember. | 455 | 530 | 550 | 620 | 2155 | NaCl 4 — 1,24 | 


Le 


Tabelle V. 
100 g Leber geben Trauben- 
zucker in mg ab in 45 nach 




















Monat 9 
hypertonischer | isotonischer 
Salzlésung Salzlésung 
August... .. 1309 | 288 
OS ee ee 1150 478 
Dezember . 2070 498 
PON 6 es 2544 461 
OS ee | 1107 | ~=1091 
we go ee eS | 1306 1080 


im Dezember 4 mal soviel (Tabelle V). Im Durchschnitt aller Ver- 
suche betriagt die Zuckerabgabe von 100 g Leber bei Durchstrémung 
mit isotonischer Salzlésung in den Monaten August bis Januar 
429 mg Traubenzucker, bei Durchstrémung mit hypertonischer 
Salzlésung 1751 mg, das ist eine Verimehrung auf etwa das 4fache. 
AuBerdem andert sich der Verlauf der Zuckerkurve. Das Maximum 
der Zuckerbildung liegt in der 3. oder 4. Stunde, das Minimum 
der Zuckerbildung in der 1. Im allgemeinen findet sich von der 
1. bis zur 3. Stunde ein allmihliches Anwachsen der Zucker- 
abgabe. Die Durchschnittswerte aller Versuche mit isotonischer 
und hypertonischer Lésung in den Monaten August bis Januar 
sind in der Tabelle VI und der Kurve 2 verzeichnet. 

Vollig anders ist der Befund, welcher in 2 Versuchen im April 
und Juni erhalten wurde. Die von 100g Leber in 4 Stunden 
abgegebene Zuckermenge ist bei Durchstrémung mit hyper- 
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Tabelle VI. 








100 gr Leber geben ab Traubenz. in der : 
1. Std. | 2. Std. | 8. Std. | 4. Sta. | : Bemerkungen 
mg mg g | 


140 











| Mittel aus 10 Versuchen, durch- 
| strémt mit isotonischer Lésung 
| 381 Mittel aus 8 Versuchen, durch- 
| | | strémt mit hyperton. Lésung 


296 





tonischer Ringerlésung die gleiche wie bei Durchstrémung mit 
isotonischer (Versuch vom April). Im Juni findet sich eine den 
Fehlergrenzen naheliegende Steigerung um 20%. Ebenso fehlen 
im April und Juni im zeitlichen Verlauf der Zuckerabgabe charak- 
teristische Abweichungen (Tabelle IV und V). Bei Durchstro- 
mung mit hypertonischer Ringer- 
lésung findet sich keineswegs ein 
Minimum in der 1. und allmahliches | 

F times 





mg Zucker pro 100g Leber 
600 T 


Anwachsen zum Maximum in der 3. 
und 4. Stunde, wie dies in den Herbst- Salzlisung 
und Winterversuchen der Fall war. 
Vermehrung der Zuckerproduktion 
bei Durchspillung der Leber mit 
hypertonischer Salzlésung ist also nur 
in der Zeit der geringen diastatischen 
Wirksamkeit der Leber nachweisbar. 
In der Zeit der hohen diastatischen 
Wirksamkeit nicht. Umgekehrt ver- a Rear) ice _ 
halt sich die herausgeschnittene Leber | 











bei Beeinflussung durch Anoxybiose. _ satonisch} 


aha 
Hier findet sich nimlich eine Erh6hung | posta 
der diastatischen Wirksamkeit durch 
Anoxybiose nur in den Friihjahr- und 3 aaa 
Sommermonaten, wahrend sie in den 

Wintermonaten fehlt. 

AuBer der Zuckerproduktion andert sich bei der Durchstré- 
mung mit hypertonischer Salzlésung auch der Wassergehalt der 
Froschleber. Die Leberzelle verhalt sich so, als wire sie von 
einer Membran umgeben, welche Wasser durchlaBt, Salze aber 
nicht. Infolgedessen geht bei der Durchstrémung der Froschleber 
mit hypertonischer Ringerlésung ein Wasserstrom aus den Zellen 
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in die LebergefiBe, und das Lebergewicht sinkt. In den Monaten 
August bis Januar betrigt das Lebergewicht im Durchschnitt 
aller Versuche bei Durchstrémung mit isotonischer Salzlésung 
5,26°% des Gesamtkérpergewichts. Bei Durchstrémung mit hyper- 
tonischer Salzlésung betrigt das Lebergewicht im Mittel nur 
4.13% in den gleichen Monaten. Die Leber hat also bei Durch- 
spilung mit hypertonischer Salzlésung 21,5% ihres Anfangs- 
gewichtes verloren. Da diese Zahl fiir die Vergleichung der 
hypertonischen Lebern mit den normalen von Wichtigkeit ist, 
wurde sie auch bei einem Versuche direkt ermittelt. Am 7. I. 1920 
wurde eine Leber zuniichst 2 Stunden mit isotonischer Ringer- 
lésung durchspiilt, dann rasch auBen mit FlieBpapier getrocknet 
und mit den Kaniilen zusammen gewogen. Nunmehr wurde sie 
2 Stunden mit hypertonischer Ringerlésung durchspiilt und wieder 
mit den Kaniilen gewogen. Endlich wurden die Kaniilen fiir sich 
gewogen und aus den Differenzen die Lebergewichte berechnet. 
Nach 2stiindlicher Durchspiilung mit isotonischer Ringerlésung 
wog die Leber 2,33 g. Nach Durchspiilung mit hypertonischer 
Ringerlésung 1,80g. Mithin hatte ein Gewichtsverlust von 
0,53 g oder 22,8°%, stattgefunden. Endlich wurde in einer Reihe 
von Versuchen am Schlusse des Versuchs der Prozentgehalt an 
Trockensubstanz der Leber ermittelt. Es ergab sich, daB im Mittel 
aus je 6 Versuchen die Leber nach Durchspiilung mit hyper- 
tonischer Ringerlésung 30,54°%, Trockensubstanz hatte. Nach 
Durchspiilung mit isotonischer Lésung 26,78%. Demnach ist 
1 g Trockensubstanz der Leber nach Durchspiilung mit hyper- 
tonischer Ringerlésung mit 3,273 g Wasser verbunden, nach 
Durchstrémung mit isotonischer Ringerlésung mit 3,735 g Wasser. 
Auf 1 g Trockensubstanz berechnet verliert also die Leber 0,462 g 
Wasser. Da im Mittel in 100g Leber 26,78 g Trockensubstanz 
enthalten sind, verlieren also 100g isotonische Lebern 12,3 g 
Wasser. Bei 4stiindiger Durchstrémung mit hypertonischer 
Salzlésung verliert also die Leber 12—22% ihres Anfangsgewichtes 
durch Wasserabgabe. Bei den im Winter 1919/20 ausgefiihrten 
Versuchen habe ich bei der Berechnung der von 100g Leber 
gebildeten Traubenzuckermenge bei den hypertonischen Lebern 
das direkt ermittelte Lebergewicht um 20% erhéht, um das Ge- 
wicht auf den Wasserverlust zu korrigieren. Bei den spiteren 
Versuchen wurde bei den isotonischen und bei den hypertonischen 
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Lebern der Prozentgehalt an Trockensubstanz am Schlusse des 
Versuches ermittelt und danach das Gewicht der Hypertonieleber 
vor der Wasserabgabe berechnet (unter der Annahme, da8 der 
Trockensubstanzgehalt der Hypertonielebern vor der Wasser- 
abgabe der gleiche war wie der der Isotonielebern). Um aber 
vollig sicher zu gehen, habe ich noch 2 Versuche angestellt, in 
denen die Zuckerbildung ein und derselben Leber erst bei 2 stiin- 
diger isotonischer und dann bei 2stiindiger hypertonischer Durch- 


spiilung untersucht wurde. Diese 7-20 0g Leber 
600 








Versuche zeigen gleichzeitig, daB die Ringer 
Blutdiastase fiir das Zustandekommen ae 
der Hypertoniewirkung keine Rolle 4» 

Nall- 


spielt. Die beiden Versuche wurden Lisung 
angestellt am 7. I. 1920 und am 27. a 

XII. 1920. Die Zuckerkurven sind in “? 
Kurve 4 wiedergegeben. Kurve 4 
zeigt, wie sofort nach Einwirkung der 
hypertonischen Salzlésung die Zucker- 
ausgabe in die Hohe geht. Sie erinnert 
voéllig an die friiher bei Einwirkung 200 
von Adrenalin auf die herausgeschnit- a, ee 
tene Froschleber erhaltenen Kurven. : wae. 

Wenn nun weiter gefragt wird, “ 

wodurch die hypertonische Lésung 
zuckertreibend wirkt, kann die Ant- 
wort nur lauten: weil sie der Leber 
Wasser entzieht. Andere Méglichkeiten 
kénnen experimentell zuriickgewiesen werden. Man kénnte zunachst 
daran denken, da8 nicht der erhéhte osmotische Druck, sondern 
die Vermehrung des Chlorions in der Durchstrémungsfliissigkeit 
die Zuckerabgabe beférdere. Ist doch die Chlordiastase die wirk- 
samste aller Diastasesalzverbindungen, aber die Versuche vom 
5. und 7. I. 1920, bei denen die Ringerlésung nicht durch Hinzu- 
fiigung von Chlornatrium, sondern von Natriumsulfat hyper- 
tonisch gemacht war, ergeben das gleiche Resultat wie die iibrigen 
Versuche. Weiter kénnte eingewendet werden, daB die Konzen- 
tration der Calcium- und Kaliumionen in der hypertonischen 
Ringerlésung verindert wire, zum mindesten das Verhialtnis der 
Kalium- und Calciumionen zu den Natriumionen. Ich habe daher 
g* 
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im August bis Dezember 1920 eine Reihe von Durchstrémungs- 
versuchen mit reiner Chlornatriumlésung angestellt. Diese Ver- 
suche zeigen, daB es fiir die Zuckerabgabe der Leber gleichgiiltig 
ist, ob man sie mit Chlornatrium- oder mit Ringerlésung durch- 
strémt. In beiden Fallen sind die Werte bei isotonischer Durch- 
strémung von gleicher GréSenordnung und in beiden Fallen 
findet durch hypertonische Durchstrémung Exhéhung der Zucker- 
bildung auf ahnliche Betrige statt (vgl. z. B. Kurve 3, Versuch 
vom 7.1. 1920 mit Ringerlésung und 23. XII. 1920 mit Koch- 
salzlésung). Da in diesen Versuchen in der Durchstrémungs- 
fliissigkeit iiberhaupt nur eine Kationenart enthalten war, kann 
nichts anderes als der erhéhte osmotische Druck der Durchstré- 
mungsfliissigkeit die Ursache der vermehrten Zuckerausgabe 
und damit der vermehrten Glykogenhydrolyse sein. 

Bei der Zuckerbildung der Leber handelt es sich um eine 
Glykogenhydrolyse, welche durch ein Ferment beschleunigt wird. 
Nach den Arbeiten des letzten Jahrzehntes ist daher eine Unter- 
suchung auf diesem Gebiete nicht vollstindig, wenn nicht nach- 
gewiesen wird, daB beim Zustandekommen der untersuchten 
Fermentbeeinflussung keine Verschiebung der aktuellen Reaktion 
im Spiele ist. Bisher ist die Veriinderung der Reaktion bei Durch- 
strémung der Kaltbliiterleber in ihrem EinfluB auf den Glykogen- 
schwund nur von Elias') untersucht worden; freilich in voll- 
kommen falscher Weise. Er hat Schildkrétenlebern mit Mischungen 
von Ringerlésung, Traubenzucker und Salzsiure durchstrémt, 
deren H* etwa 10~* war. Diese auBerordentlich sauere Lésung 
hat natiirlich die Zellwinde verindert und Glykogen ist als solches 
aus der Leberzelle ausgetreten. Gleichzeitig hat diese weit vom 
Optimu.. der Diastase (H* = 10~‘) liegende saure Reaktion die 
Diastase stark gehemmt, so da® der ProzeB, den Elias unter- 
suchen wollte, die Hydrolyse des Glykogens durch die Diastase 
der Leber, wahrscheinlich kaum mehr stattgefunden hat. Ich 
habe natiirlich mit sehr viel geringeren Abweichungen vom 
Neutralpunkt gearbeitet (H* = 3,6-10~* bis 2,2- 10°). Durch- 
strémt wurde mit einer 0,6proz. Kochsalzlésung, welche in 
400cem 40ccm einer etwa ®/,,-Natriumacetatlésung enthielt. 
Zu dieser wurde im Versuch vom 29. XI. 5 ccm "/;99-Natronlauge, 
in den Versuchen vom 2. XII. an steigende Mengen von "/,,-Essig- 
3) Diese Zeitschr. 48, 133. 
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siure zugesetzt. Die Wasserstoffionenkonzentration wurde, nach- 
dem die Lésung in der tubulierten Flasche mit Sauerstoff gesattigt 
war, mittels Gaskette nach Michaelis direkt vor Beginn der 
Durchstr6mung vorgenommen, der osmotische Druck wurde 
in allen Versuchen direkt ermittelt. Eine Ubersicht iiber die 
Versuche geben die Tabellen VII und VIII. Man ersieht, daB 


Tabelle VII. 








Trocken-| | @ ‘ 
: substanz | Pufferart | “°*@™t- 
| in ° 9% zucker 


-10-* | —0,44| 29,8 | Acetat | 53 
-10-* | —0,44! 30,97 
-10-* |—0,45| 31,0 
-10-7 | —0,44} 27,45 | 
{ 
| 


H+ 








aS 





ck 
SoBe 


3,5-10-7 | —0,45)} 25,2 | 
2-10-* |—0,45| 24,8 


berechn. fiir 30% | 
Trockensubstanz | 


2 
3 


eine Anderung in der Reaktion der Durchstrémungsfliissigkeit 
zwischen H* = 3,6-10~* und 8,3-10~* ohne EinfluB auf die 
Zuckerkurve und den Gesamtzucker wahrend der ersten 4 Stunden 
bleibt. Wachst H* weiter auf 1,2- 107", so findet sich, bei unver- 
aindertem Verlauf der Zuckerkurve, ein Steigen des Gesamtzuckers 
um etwa 35%. Bei Ht = 3,5- 10~' findet sich bei unveranderter 


Tabelle VIII. 








Geschlecht } Traubenzucker pro 100 g Leber in der 
u. Gewicht | ' ' 
des Tieres | 1. Std. 2. Std. | 3. Std. 4. Std. 


mg mg mg 








| 744 | 265 91 | 89 





7,18 | 164 | | 96 170 
89 


7,08 226 131 | 100 

6,92 mae |} ee 175 

6,45 236 | 174 236 300 

5,66 266 | 141 | #162 | 130 
Zuckerkurve ein Steigen des Gesamtzuckerwertes um 85%. 
Wahrend bei noch stiarkerer Siuerung H* = 2,2 - 10° * der Gesamt- 
zuckerwert wieder auf die gleiche Hohe sinkt wie bei Ht = 1,2-10~'. 
Die Férderung der Zuckerbildung durch Anderung der Reaktion 
der Durchstrémungsfliissigkeit ist also erheblich kleiner, als wir 
sie durch Anderung des osmotischen Druckes der Durchstrémungs- 
fliissigkeit.erzielen kénnen. Dabei andert sich ferner der Verlauf 
der Zuckerkurve nicht. Vermutlich haben wir hier in der Zelle 
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die gleiche Beeinflussung der Diastase durch die Reaktion wie 
in vitro, deren eigentliche Natur auch in vitro noch nicht vollig 
geklirt ist’). Von groBem Interesse ist dabei die Tatsache, daB 
gleichzeitig mit der Vermehrung der diastatischen Wirksamkeit 
durch erhéhte saure Reaktion eine verstirkte Wasseraufnahme 
der Leber einhergeht, obwohl der osmotische Druck der Durch- 
strémungsfliissigkeit der gleiche geblieben war. Bei H* = 1,2-10~' 
geht die Trockensubstanz von etwa 30,5°% auf 27,45°%, herunter. 
Es hat also eine betrichtliche Wasseraufnahme stattgefunden, 
die mit wachsendem Gehalt an Wasserstoffionen in der Durch- 
strémungsfliissigkeit noch weiter steigt. Vielleicht ist es méglich, 
auf dies Verhalten der Leber eine Methode zur Ermittlung der 
Wasserstoffionenkonzentration der Gewebe zu griinden. Die 
bisherigen Bestimmungen von Michaelis?) ergaben fiir die 
Leber von warmbliitigen Tieren einen Wert, der zwischen p,, 6,5 
und 7,0 liegt. Bei der Froschleber wiirde dieser Wert zwischen 
Py 6,92 und 7,08 liegen, denn der Vorgang bei Durchstr6mung 
mit isotonischer Kochsalzpufferlésung ist wohl dieser. Die Leber 
erzeugt im Stoffwechsel Kohlensiure, ihre Aciditat wichst, wenn 
sie den SiureiiberschuB nicht abgeben kann. Ist in der Durch- 
stromungsfliissigkeit p, gréBer als 7,08, so kann der Saureiiber- 
schuB voéllig abgegeben werden. Bei einer py von 6,92 ist dies 
nicht mehr vollig méglich, die Aciditaét des Lebergewebes wiichst. 
Hierdurch wird die wasserbindende Kraft der Gewebe vergréBert. 
Ahnliche Versuche sollen auch am Muskel ausgefiihrt werden. 

Um nun zu sehen, ob auch bei festgelegter Wasserstoffionen- 
konzentration durch Erhéhung des osmotischen Druckes der 
Durchstrémungsflissigkeit die Zuckerabgabe gesteigert wird, 
wurde ein Versuch am 7. und 9. [X. 1920 angestellt (Tabelle IX). 

Die H+ wurde so gewahlt, daB sie die Zuckerbildung der Leber 
bereits erhéhte (etwa um 90%). Als Puffer diente Sérensensches 
Phosphatgemisch, von dem 100 ccm das eine Mal zu 300 ccm 
0,7 proz. Kochsalzlésung, das andere Mal zu 300ccm 1,8 proz. 
Kochsalzlésung zugesetzt wurden. Die hypertonische Lésung 
entfaltet auch in diesem Fall ihre die Glykogenhydrolyse steigernde 
Wirkung. Der Gesamtzuckerwert steigt auf iiber das Doppelte, 


1) Siehe Amandus Hahn und Mitarbeiter, Zeitschr. f. Biol. 71, 287 ff. 
2) Vgl. das ausgezeichnete Buch von L. Michaelis, Die Wasserstoff- 
ionenkonzentration, 8. 106. Julius Springer 1914. 
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Tabelle IX. 
| Ge- Traubenzucker pro 100g tie? 2 erceng 
me — _ Leber in der RA substanz | 
atum | un i sun 
| Gewicnt |°"'°"*h. sta.|2. stad.|s.sta.|4.stal € der Leber) Px — 
se g mg | mg | mg| mg Se ah 

















| 


7,1X.20' 9 64 | 2,23 | 282 





‘ak ake 
| | 
9.IX.20, Q 67 | 2,98 | 208 200 230 230 0,7°/,NaCl) 36,03 


! 


6,81 | Zuckerwerte , 








| 
| 
| 
| 


die Zuckerkurve zeigt das charakteristische Minimum in der 
ersten Stunde und steigt dauernd an. Es kann mithin auch die 
Méglichkeit ausgeschlossen werden, daB die zuckertreibende 
Wirkung der hypertonischen Lésung durch Verianderung der 
Gewebsreaktion zustande kommt. 

Mit hypotonischen Lésungen habe ich bisher eine Beein- 
flussung der Zuckerabgabe der Leber nicht erhalten kénnen, 
wie z. B. aus folgendem Versuch hervorgeht mit Durchstrémung 
mit 0,2 proz. NaCl-Lésung. 


Tabelle X. 











Ge- | Traubenzucker pro 100 g | 
“rg Leber- | Leber in der Gesamt- 
un h ; 
Datum Gewicht, gewic t 1 L. Std.!2. Std.|3. Std.|4. Sta] Zucker | Bemerkungen 
“wise SS mg | mg | mg | me] g 











| } 
| berechnet fiir Leber mit 
| | 


27.X11.20/2 100| 6,53 |—0,17]126 | 54 | 74 | 114] 368 | | Trockensubstanz der 
| 








Das Ergebnis der mitgeteilten Versuche ist mithin, daB eine 
starke Wasserentziehung auf die Leber im Sinne einer verstarkten 
Hydrolyse des Glykogens wirkt. Es handelt sich dabei um eine 
einfache physikalische Einwirkung, deren Ergebnis Entquellung 
von Zellkolloiden ist. Dadurch werden Verainderungen in dem, 
was Hofmeister die chemische Organisation der Zelle nennt, 
gesetzt. Die riumliche Trennung zwischen Diastase und Glykogen 
wird geaindert. Es ist méglich, daB der Diffusiohsweg zwischen 
beiden durch die Entquellung verkiirzt wird. Es ist méglich, daB 
infolge Verkleinerung von Oberflichen adsorbierte Diastase frei 
wird. Von Wichtigkeit scheinen diese Versuche fiir die Ent- 
stehung der AderlaShyperglykimie zu sein. Die Folge des Ader- 
lasses ist ein Wassereinstrom ins Blut. Die AderlaBhyperglykamie 


375 | 550 | 640|1,8°/,NaCl| 40,06 | 6,86!) Reaktion festgelegt 
|| mit Sérensenschem 

| || Phosphatgemisch 

rechnet fiir 86% 
Trockensubstanz 






Leber 25,65% Zucker 
30% Trockensubstanz 





ayes! sem + 








sn wt ania 


soe - 


Geraint Fate > a germina 


2 ep en 


REN sh i= 


ee oe 


: 
fe Y 
net 
4 








120 E.J. Lesser: Riuml. Trennung v. Glykogen u. Diastase in d. Leberzelle. 


kommt nur zustande bei ausreichendem Glykogengehalt in der 
Leber [Loevi']). Sie wird nicht beeinflu8t durch Durchschnei- 
dung der Splanchnici und Exstirpation der Nebenniere (Nishi). 
Welche Gewebe bei dem Wassereinstrom ins Blut nach dem Ader- 
laB in erster Linie in Frage kommen, ist unbekannt. Wiirde es 
die Leber sein, so ware eine véllige Parallele zu meinen Versuchen 
vorhanden, bei denen die Wasserentziehung durch osmotische 
Beeinflussung bewirkt wurde. Loevi hat die unklare Vorstellung 
von einer Ausschwemmung von Zucker aus der Leber heran- 
gezogen: Nicht um eine Ausschwemmung von Zucker handelt 
es sich, sondern um eine Erhéhung der diastatischen Wirksamkeit, 
um eine Anderung der riumlichen Trennung der Diastase und 
des Glykogens in der Zelle, welche abhingig gefunden wurde von 
dem Quellungszustand der Zellkolloide. 


1) Dtsch. Arch. f. klin. Med. 120, 131. 





Vergleichende Untersuchungen tiber die Glucosekonzen- 
tration in dem arteriellen Blut und in dem venésen Blut 
aus den Muskeln. 


Von 
V. Henriques und R. Ege. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitét Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 15, April 1921.) 


Neben der summarischen Untersuchung des Stoffwechsels 
des gesamten Organismus ist eine Untersuchung iiber den Stoff- 
verbrauch der einzelnen Organe von grofer Bedeutung. Wenn 
trotzdem — abgesehen von Bestimmungen des respiratorischen 
Stoffwechsels der Organe — nur vereinzelte Untersuchungen 
iiber den Organstoffwechsel angestellt worden sind, liegt die 
Erklarung dieser Tatsache in der mit solchen Untersuchungen 
verbundenen Schwierigkeit, die zuvérderst analytischer Natur ist. 

Von Versuchen einer solchen Bestimmung sind vor allem 
Chauveau und Kauffmanns klassische Untersuchungen iiber 
den Stoffverbrauch in einem einzelnen Muskel anzufiihren’). 

Wir glauben jedoch, daB es berechtigt sein wird, diese Unter- 
suchungen, was den Zuckerverbrauch betrifft, aufs neue in Angriff 
zu nehmen, u. a. weil man jetzt imstande ist, die Zuckeranalysen 
mit gréBerer Genauigkeit als friiher auszufiihren. Es ergab sich 
denn auch als Hauptresultat unserer Untersuchungen, daB die 
Verhiltnisse weit komplizierter sind, als nach den Untersuchungen 
von Chauveau und Kauffmann zu erwarten war. 

Die erste Bedingung einer erfolgreichen Untersuchung iiber 
den Zuckerverbrauch der Muskeln des lebenden Organismus 
unter normalen Zirkulationsverhiltnissen ist davon abhangig, 
ob man iiber eine sehr genaue und sichere Zuckerbestimmungs- 
methode verfiigt. Diese Forderung ergibt sich leicht aus der 
folgenden einfachen Erwiagung. 

Setzt man den taglichen Kohlenhydratverbrauch eines Men- 
schen zu 500g und das Minutenvolum des Herzens zu 51 an, 

1) Compt. rend. de I’Acad. des Sc. 104 u. 105. 1887. 
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wird eine einfache Berechnung dartun, daB der durchschnittliche 
Unterschied zwischen der Zuckerkonzentration des arteriellen und 
des venésen Blutes — bevor dies wieder durch die Kohlenhydrat- 
depots strémt — nur 0,007°%, betragen wird. , Diese Berechnung 
zeigt zuvérderst, daB die Untersuchung nicht durchzufihren ist, 
es sei denn, da8 man sich auch auf die dritte Dezimalstelle der 
Blutzuckerbestimmungen mit einiger Sicherheit verlassen kann. 

Nun hat man an Bangs Mikrozuckertitration — in der 
rechten Weise angewandt — ein Verfahren, bei dem der mittlere 
Fehler der einzelnen Bestimmung um 1,5% des Wertes liegt*); 
werden mehrere Bestimmungen unternommen, wird der mittlere 
Fehler des durchschnittlichen Resultates natiirlich kleiner sein, 
und da das Verfahren zudem eine Mikromethode ist, lassen sich 
sehr wohl bei jeder Bestimmung eine Reihe von Analysen anstellen. 
Bei den hier zu besprechenden Versuchen wurden bei jeder ein- 
zelnen Bestimmung 4 oder 6 Analysen angestellt; der mittlere 
Fehler des Durchschnittes wird daher bis auf die Halfte oder etwas 
weiter abnehmen. Die Abweichungen zwischen der Zucker- 
konzentration des arteriellen und des venésen Blutes von iiber 
1—1,5% des Wertes, d. h. (bei normalem Blutzuckerspiegel) von 
etwa 0,001 miissen daher reell sein, wenn nicht andere Fehler als 
die von den Blutzuckeranalysen selbst herriihrenden vorlagen. 
Von anderen Fehlern, die namentlich friiher eine gewisse Rolle 
spielten, ist eine unvollstindige Entfernung der Proteinstoffe 
zu nennen, welchen Fehler man jetzt mittels des glinzenden 
Fallungsmittels, das Michaelis und Rona in Anwendung ge- 
bracht haben, leicht vermeidet: namlich kolloidales Eisen in 
Verbindung mit einem passenden Elektrolyten. SchlieBlich muB 
man natiirlicherweise sicher sein, da8 man wirklich auf Zucker 
analysiert; eben in Anbetracht des vorliegenden Problems mu 
die Frage von der GréBe und Bedeutung der Restreduktion 
entschieden sein. Denkt man sich z. B., da8B, gleichzeitig mit dem 
Glucoseverbrauch der Muskeln im Blute, Kreatin oder Kreatinin 
gebildet oder befreit wird, das ins Blut tibergeht, kénnten die 
beiden Vorgiinge méglicherweise einander aufheben, wenigstens 
teilweise, sobald man als Zuckerbestimmungsmethode eine Re- 
duktionstitration anwendet. Dieser berechtigt erscheinende Ein- 
wand hat indessen keine praktische Bedeutung, wenigstens bei 

2) Siehe u. a. R. Ege, diese Zeitschr. 87. 1918. 
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dem von uns befolgten Verfahren. Die Restreduktion bei dieser 
Methode ist nimlich recht gering und, was von gréfBerer Be- 
deutung ist, von derselben GréBenordnung in dem arteriellen wie 
in dem vendsen Blut?). 

Bevor wir zur Beschreibung unserer Versuche tibergehen, 
miissen wir eine Bemerkung einschalten. Eine sehr wesentliche 
Bedingung dafiir, daB die gewonnenen Analysenresultate zu den 
natiirlichen Verhiltnissen in irgendwelcher Relation stehen, ist 
es, daB der Kreislauf normal vonstatten geht; z. B. wird eine 
mehr oder minder ausgepriigte Stase bewirken, daB die voraus- 
sichtlichen Unterschiede zwischen der Zuckerkonzentration des 
arteriellen und des venésen Blutes in sehr hohem Grade gesteigert 
werden. Es wurde daher bei den Versuchen ein besonderes Ge- 
wicht darauf gelegt, daB die Blutentnahme in einer solchen Weise 
erfolgte, da8 von keiner nennenswerten Stase die Rede sein konnte. 

Zuerst werden wir als eine Art von Beweis sowohl fiir die 
Genauigkeit der Analysen als fiir die Richtigkeit der Probe- 
entnahme eine Reihe von Versuchen anfiihren, bei denen ein 
Zuckerverbrauch sowie eine Zuckerablagerung als ausgeschlossen 
zu betrachten ist; es zeigte sich denn auch, daB in solchen Fallen, 
was die Zuckerkonzentration betrifft, kein Unterschied zwischen 
den beiden Sorten von Blutproben besteht. Dies kénnte z. B. 
durch gleichzeitige Proben aus dem arteriellen System dargetan 
worden sein; solche fanden nicht statt, es wurden aber-gleichzeitig 
Proben aus dem rechten Herzen und der A. carotis entnommen?). 

Rechtes Herz A. carotis 
0,184 0,187 
0,125 0,126 
0,190 0,190 
0,178 0,179 

Der Unterschied ist hier nur ganz gering und liegt innerhalb 
der Versuchsfehlergrenze. Ganz entsprechende Versuche wurden 
hier angestellt, indem durch die Vena jugularis ein Katheter in 
die V. cava superior hinabgefiihrt wurde; wenn die Blutprobe 
daraus hinausgesaugt wird, wird man sehr nahezu eine durch- 
schnittliche Mischung des venésen Blutes erhalten; der Zucker- 
prozentsatz hier kann daher nicht nennenswert vom Zucker- 
prozentsatz in dem arteriellen Blut abweichen. 


1) R. Ege, diese Zeitschr. 107. 1920. 
2) R. Ege, diese Zeitschr. 87. 1918. 
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Vena cava superior A. carotis 
L. 0,157 0,157 
II. (bei Hyperglykamie) 0,216 0,217 


Diese Versuche zeigen, daB es berechtigt sein mu, zu be- 
haupten, da8 ein Unterschied der Zuckerkonzentration zwischen 
Arterie und Vene, der 1—1,5% des Wertes iibertrifft, als reell 
zu betrachten ist. 

Die wesentlichste Komplikation bei Versuchen tiber das 
vorliegende Thema ist es indessen, daB in den Muskeln nicht 
nur ein Zuckerverbrauch, sondern auch eine Zuckerablagerung 
stattfindet. Man kann daher keineswegs aus dem Unterschied 
zwischen dem Blutzuckerprozentsatz der Arterie und Vene auf 
einen etwaigen Zuckerverbrauch und dessen GréBe schlieBen. 
Es kann einerseits gleichzeitig eine Zuckerablagerung (in Form 
von Glykogen) stattgefunden haben; in dem Falle wird der Unter- 
schied zwischen der Zuckerkonzentration der beiden Blutproben 
gréBer sein als der von der Zuckerverbrennung herriihrende. 
Andererseits kann man sich denken, daB die Muskeln wesentlich 
von den in ihnen vorhandenen Kohlenhydratreserven leben; 
in dem Falle braucht kein Unterschied zwischen den beiden 
Blutproben vorzuliegen; und schlieBlich kann man sich denken 
— und wie die folgenden Versuche zeigen werden, ist dies nicht 
nur ein Gedankenexperiment, sondern eine Realitat —, daB in 
den Muskeln eine gréBere Menge Kohlenhydrat mobilisiert wird, 
als diese selbst verbrauchen, so daB in dem vendsen Blut, das aus 
den Muskeln strémt, sogar mehr Zucker vorhanden sein kann 
als in dem arteriellen Blute. 

Letzteres Verhiltnis ist u. a. von Lépine und Boulud’) 
beobachtet worden, welche Verfasser eine solche Steigerung der 
Zuckerkonzentration bei der Passage durch die Muskeln nur durch 
die Annahme erklaren zu kénnen meinen, daB in dem Blute ein 
nicht reduzierendes komplexes Kohlenhydrat (sucre virtuel) vor- 
kommt, und daB dieses bei der Strémung durch die Muskeln 
in reduzierenden Zucker umgewandelt wird. Diese Erklarung 
trifft jedoch nicht zu, u. a. aus dem Grunde, daf Lé pines ,,sucre 
virtuel nicht existiert*). 

Damit die Untersuchung unter so einfachen Verhiltnissen 


1) Compt. rend. 137, 686. 1903. 
2) R. Ege, diese Zeitschr. 87. 1918. 
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wie méglich stattfinden kénnte, wurden zuerst Versuche mit 
Tieren angestellt (Hunden und Ziegen), von denen nicht angenom- 
men werden konnte, daB in ihren Muskeln nennenswerte Glykogen- 
mengen vorhanden waren. Um den Glykogengehalt der Muskeln 
zu entfernen, muBten die Versuchstiere einige Tage hungern, 
auBerdem erhielten sie die letzten 2 Tage vor dem Versuche 
Phlorizin oder muBten in der Tretmiihle arbeiten. 








: e Differenz 
Arterie Vene thateale -2- Venn) 
ae ee aes 0,090 0,090 0,000 
pO SSS ae 0,112 0,100 0,012 
oO So see ees ee 0,126 0,116 0,010 
Billo ah ge als gen green Sg 0,137 0,126 0,011 
OE Fig aa ow ee 0,143 0,150 ~ 0,007 
MO Ss ea ee 0,083 0,083 0,000 
pe i aa gs gl ety ae ne 0,083 0,078 0,005 
I 5 ge Ee 0,085 0,083 0,002 
DENS ekg 0,095 0,092 0,003 
pO eee ee 0,122 0,114 0,008 
Ca Ny Cay th gt ge 0,121 0,121 0,000 
I 5a a aaa 0,137 0,133 0,004 
sg Sc aries 0,138 0,141 *. 0,003 
BE ha te ee ks 0,149 0,143 0,006 
(OE nd naar eh 0,148 0,143 0,005 
RS a cae hh at ba 0,120 0,111 0,009 
a eee ae 0,167 : 0,160 0,007 
Bea ad a oe sO 0,167 0,163 0,000 
ES. hv es ters ce ie 0,161 0,159 0,002 
Sn eee 0,158 0,152 0,006 
NN Osc eS 0,157 0,141 0,016 
RCS A a gee Shae 0,106 0,106 0,000 
ap EL barn) eg ae a ae 0,100 0,100 0,000 
’ BS Ee era 0,104 0,103 0,001 
Na a eae 0,111 0,108 0,003 
pk Ps ge aS gh gag 0,111 0,110 0,001 
TS aad ea 0,118 0,116 0,002 
a EM dee, Se aa 0,119 0,115 0,004 
(gas On re ee 0,103 0,103 0,000 
oa ir ae en ere ar 0,116 0,108 0,008 
WO ory Sete 0,115 0,115 0,000 
Pa an SY te ee 0,122 0,122 0,000 
Die durchschnittliche Differenz und mittlerer Fehler 
(OO SST SE Te NE 0,0037 * 0,00084 


1) Die durch die Klammern zusammengefaBten Bestimmungen gehéren 
zu denselben Versuchen. 
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Die Tabelle 1a8t sich auch in 3 Gruppen teilen: 
Durchschnittliche Differenz 


Ruheversuche......... 0,004 F 0,001 
Rhythmische Kontraktionen . . 0,004 T 0,001 
re ae 0,003 * 0,003 


Die Versuche wurden simtlich an Hunden ausgefiihrt, das 
Blut wurde der A. carotis und V. cava inferior entnommen, indem 
in der Regel ein Katheter durch die V. cruralis gefiihrt wurde, 
so daB dessen Miindung direkt an der Stelle lag, wo die beiden 
Venen von den Unterextremititen sich begegnen; das durch den 
Katheter ausgesaugte Blut stammt zum wesentlichsten aus dem 
entgegengesetzten Bein; der Blutstrom dadurch ist unbehindert 
und frei. 

In bei weitem der gréBten Anzahl (22 Fallen) von insgesamt 
32 vergleichenden Bestimmungen fand sich mehr Zucker in den 
Arterien als in den Venen, in 8 Fallen lag kein Unterschied vor, 
und schlieBlich war in 2 Fallen der Zuckerprozentsatz héher in 
der Vene als in der Arterie. 

Im Durchschnitt von simtlichen Versuchen war der Venen- 
zuckerprozentsatz um 0,004% niedriger als der Arterienzucker- 
prozentsatz, der mittlere Fehler dieses Durchschnitts betraigt 
0,0008. Wir miissen daher annehmen, daB den Muskeln mit dem 
Blute fortwahrend Glucose zugefiihrt wird, trotzdem in dem 
K6rper, weder in der Leber noch in den Muskeln selbst, sicherlich 
keine nennenswerten Zuckerdepots vorhanden waren, und daB 
der zugefiihrte Blutzucker in nicht geringem Mae verbraucht 
wird. Wie groB der Zuckerverbrauch war, laBt sich nicht sagen; 
dazu haben die Versuchsfehler einen zu groBen Einflu8 auf die 
Berechnung, und es wurde auch keine Bestimmung der gleichzeitig 
durch die Muskeln strémenden Menge von Blut ausgefiihrt. 
Dagegen ist es méglich, wenigstens eine Vorstellung von der 
GréBe des Verbrauches zu gewinnen, wenn man den Schwund 
der Zuckerkonzentration vergleicht, der sich bei der Passage 
durch die Muskeln nachweisen lieB, und den Schwund, der sich 
beim Menschen in dem Falle berechnen lieB, daB rund zwei Drittel des 
gesamten Energieumsatzes von Kohlenhydraten herrihrten; da 
dieser Schwund doppelt so groB sein wiirde wie der hier gefundene, 
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laBt sich ganz grobhin schlieBen, daB in den obengenannten Ver- 
suchen durchschnittlich ein Verbrennen von Kohlenhydraten 
stattgefunden haben muB, das einem Drittel des gesamten Energie- 
umsatzes entspricht. Da keine Kohlenhydrate hinzugefiihrt 
worden sind und kaum nennenswerte Kohlenhydratdepots vor- 
handen gewesen sein kénnen, mu die in die Muskeln hinaus- 
gefiihrte und dort verbrannte Zuckermenge aus anderen Stoffen 
gebildet werden, und diese Umyandlung mu8 in recht grofen 
Mengen vonstatten gehen. 


Wenn man sodann zu den Versuchen iibergeht, bei denen 
keine Inanitionsperiode (kombiniert' mit Phlorizineingabe oder 
mit Muskelarbeit) vorherging, wo daher annehmbar bedeutend 
gréBere Kohlenhydratreserven vorlagen, kénnte man erwarten, 
einen gréBeren Unterschied zwischen der Arterien- und Venen- 
zuckerkonzentration anzutreffen. Diese Vermutung trifft aber 
nicht zu, es laBt sich nur sagen, daB die Resultate schwanken, 
indem man nun hiufiger als friiher eine Steigerung der Zucker- 
konzentration bei der Strémung des Blutes durch die Muskeln 
antrifft, statt eines Schwundes. 


Als Beispiel eines solchen Versuches und als Typus der 
Versuche im allgemeinen wollen wir folgenden Versuch anfiihren: 


Hund, 11 kg, keine Inanition. Kaniile in die Carotis, Katheter in 
die V. femoralis dextra. Der Katheter wird so hoch hinaufgefiihrt, daB er 
eben an der Stelle liegt, wo diese Vene mit der entsprechenden des linken 
Hinterbeins zusammenst6Bt; das durch dieses Bein strémende Blut wird 
daher nicht im geringsten in seinem freien Lauf gehemmt; bei der Blut- 
probeentnahme wird man im wesentlichen dies Blut hinaussaugen. Wah- 
rend der Operation Ather. 

1. Probe unmittelbar nach der Operation, 5 ccm Blut werden gleich- 
zeitig der Vene und der Arterie entnommen, von beiden Blutsorten 
wird 2mal 1 ccm abpippetiert. Es wird mit Kaliumchlorid (und 1 ccm 
kolloidalem Eisen bis auf 50 ccm) verdiinnt, es wird filtriert und dem 
Filtrate werden 10 ccm (0,2 com Blut) zur Analyse entnommen. 


Die Analysen ergaben folgende Resultate: 


; Differenz 
Aetote vow (Arterie + Vene) 
0,168 0,157 
0,169 0,158 
0,170 0,158 
0,171 0,159 


0,170% Glucose 0,158% Glucose 
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Dann wurde von 1" 50’ bis 2" 15’ Muskelarbeit vorgenommen, indem 
2 nadelférmige Elektroden in die Muskulatur des Hinterbeines eingefiihrt 
wurden und Irritation durch Metronom 15 mal pro Minute, Belastung der 
Hinterbeine 3 kg, Hebehéhe 10—20 ccm (wir erhalten dadurch jedoch kein 
MaB der tatsichlich ausgefiihrten Arbeit, indem diese sicherlich vorzugs- 
weise in einer Uberwindung der Kontraktion der Antagonisten bestand). 
In der Arbeitsperiode (15 58’) wurde die 2. Probe entnommen: 


Arterie Vene Differenz 
0,224 0,212 0,012 
Ruhe 2" 15’ bis 2 20’. i 
Arbeitszeit 25 20’ bis 2" 32’, darunter wird die 3. Probe entnommen. 
Arterie Vene Differenz 
0,258 0,255 0,003 

Wir finden auch hier einen bedeutenden Zuckerverbrauch, 
sowohl wihrend der Arbeit als wahrend der Ruhe, am geringsten 
ist der Zuckerschwund bei dem letzten Arbeitsversuch. 

DaB die Restreduktion des Blutes auch wahrend der Arbeit 
gering und in der Arterie und der Vene so nahezu identisch ist, 
da8 sie fiir die Bestimmungen keine entscheidende Rolle spielt, 
da8 aber diese tatsichlich einen Maf stab fiir die garungsfaihigen 
Kohlenhydrate (Glucose) des Blutes abgeben, wurde bei diesem 
Versuch durch direkte Restreduktionsbestimmungen in Ver- 
giarungsversuchen von 44 und 48 Stunden festgestellt. Das 
Resultat dieser Bestimmungen ergibt sich aus der folgenden 
Tabelle : 

Restreduktion nach Restreduktion nach 


aseeranteraraan 24stiind. Vergiren 48stiind. Vergiren 
ete ease 0,170 0,0048 
LO ae ae 0,158 0,0050 
Mee o> sae 0,224 0,0048 0,0048 
Fas 8 sek te 0,212 0,0058 0,0058 
yee ee 0,258 0,0048 0,0046 
PORT are 0,255 0,0066 0,0058 


Wiahrend der Arbeit scheint die Restreduktion in der Vene 


unbedeutend héher (0,001%) zu sein als in der Arterie, was jedoch 
nicht die Analysenresultate in wesentlichem Grade zu beeinflussen 
vermag. 

Der Zuckerschwund (der Unterschied zwischen dem Arterien- 
und Venenzuckerprozentsatz) ist in dem einen Arbeitsversuch 
derselbe wie in dem Ruheversuch, in dem anderen wesentlich 
kleiner, als was man erwarten kénnte, denn wenn auch die Volumen- 
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stroémungsgeschwindigkeit des Blutes durch das Bein wihrend der 
Arbeit beschleunigt wird, ist die durch den arbeitenden Muskel 
strémende Blutmenge nicht in demselben Grade vermehrt 
worden, wie der Stoffwechsel des Muskels sich gesteigert hat, was 
schon aus einem einfachen Vergleich zwischen dem bei Ruhe 
und bei Arbeit gewonnenen vendsen Blut hervorgeht; letzteres 
Blut war wesentlich armer an Oxyhimoglobin. 

Die Erklirung des kleineren oder unveranderten Zucker- 
schwundes mu anderswo gesucht werden und liegt sicherlich 
darin, daB die Muskeln wahrend der Arbeit an dem Kohlenhydrat- 
depot zehren, das sie annehmbar besitzen. 

DaB sich in dem Tiere wirklich Kohlenhydratdepote finden, 
ist aus dem in dem Versuche vorkommenden hohen und fort- 
wahrend zunehmenden Blutzuckerprozentsatz ersichtlich, welcher 
zeigt, da eine gréBere Mobilisierung von Kohlenhydrat statt- 
findet, als der Organismus gebraucht. 

Da8 sich, wenn das Tier in einem guten Ernihrungszustand 
ist, in den Muskeln Kohlenhydratdepots finden, aus denen — 
wenigstens unter den Bedingungen, unter denen die Versuche 
angestellt wurden — Glucose in dem MaBe mobilisiert wird, daB 
sich sogar mehr Glucose in der Vene findet als in der Arterie 
{und zwar trotz des unzweifelhaft gleichzeitig stattfindenden 
Zuckerverbrauches), zeigt folgender Versuch mit einer Ziege. 

Carotiskaniile, Bauchhéhle bei Athernarkose gedffnet, Ka- 
theter in die V. spermatica, die Katheteréffnung liegt direkt bei 
deren Miindung in die V. cava. Die Operation in 2" beendigt. 


Zeit Arterie Vene ' Rc ananelll 
Ruheversuch . . 22 15’ 0,191 0,194 —- 0,003 
i . . 2045’ 0,158 0,162 — 0,004 
Tetanus... . 3200’ ~ OF 0,170 0,001 


Nur bei dem Arbeitsversuch iibertraf der Zuckerverbrauch 
die Zuckermobilisierung. 

Die groBe Bedeutung der Muskeln als Kohlenhydratdepots 
geht am besten aus einigen Versuchen hervor, bei denen durch 
Injektion von Glucose in das Venensystem des Tieres eine kriftige 
Hyperglykimie hervorgerufen wurde, die der alimentiiren Hyper- 
glykamie durchaus entspricht. Unter solchen Verhialtnissen zeigte 
sich durch einen Vergleich zwischen der Arterien- und Venen- 
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zuckerkonzentration, daB wihrend der Passage des Blutes durch 
die Muskeln eine sehr bedeutende Ablagerung von Zucker statt- 
gefunden haben muBte. 
Versuch. Hund, 7 kg, Ather, Kaniile in die A. carotis, Katheter in 
die V. cruralis. Operation 25 00’ beendet. 
Arterie Vene Differenz 
Ruheperiode 2210° ........., 0,170 0,160 0,010 
Arbeit begonnen 2" 30’, Probe 2 zu Ende 
der kurzen Arbeitsperiode 2 35’ ent- 
NR: 8S 5 ee AE Se 0,157 0,140 0,017 
Injektion von 35 ccm 5 proz. Glucoselésung in die V. jugularis 2" 53’ 
bis 2" 55’. 
Probe 3 2" 56’ (1 Min. nach Beendigung der Injektion). 


Nach der Injektion Arterie Vene Differenz 
35 00’ Injektion von 15 ccm 5proz. Glu- 
eee a re eer ae 0,214 0,169 0,045 
35 00’ bis 303’ Arbeitsperiode, Probe- 
entnahme (4) ganz zu Ende dersélben 0,210 0,219 + 0,009 
35 16’ bis 3 18’ Arbeitsperiode, Probe- 
entnahme ganz zu Ende derselben. . 0,182 0,180 0,002 


Man wird hier zuvérderst die Probe direkt nach der ersten 
Injektion beachten; wir wissen teils durch Berechnung, teils 
durch die friiheren Versuche, daB die Glucosemenge, die bei der 
Passage des Blutes durch die Muskeln verschwinden kann — 
wenn die Glucose ausschlieBlich in den Muskeln verbrennen soll 
— nur einen Zuckerschwund von 0,005—0,010% veranlassen kann. 
Wenn der Zuckerschwund nach der Injektion 0,045 betrigt (also 
5—10 mal so groB ist), la8t sich dies nur aus einer Deponierung 
von Glucose in den Muskeln (wahrscheinlich in Form von Glykogen) 
erkliren. Wir wissen namlich, da8 die Einfiihrung von Glucose die 
Glucoseverbrennung im Organismus nicht nennenswert vergroBert. 

Die Zuckerdepots in den Muskeln kénnen dadurch so angefillt 
werden, da8 es uns nicht wundern kann, daB in der folgenden 
Arbeitsperiode kein Schwund von Glucose stattfindet, indem 
das Blut durch die Muskeln strémt, vielmehr aber eine Mobilisie- 
rung der Kohlenhydratdepote, die den Verbrauch iibertrifft, so 
daB sich jetzt mehr Glucose in der Vene findet als in der Arterie. 
Hier ist sicherlich zu beachten, daB dank der Irritation, die an- 
gewendet werden mu8, damit die Muskeln arbeiten sollen, eine 
Neigung vorliegt, durch eine vermehrte Zuckermobilisierung eine 
Hyperglykimie hervorzurufen. 
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Versuch. Hund, 19,8 kg. 
6tagige Inanition Arterie Vene Differenz 
0,120 0,111 0,009 
1 Min. nach Injektion von 20 ccm 20 proz. 
Glucoselésung im Laufe von 7 Min. . 0,198 0,168 0,030 


Versuch. Hund, 28,3 kg, sehr fett 
und wohlgenahrt. 
0,115 + 0,001 
0,110 + 0,004 
0,117 + 0,007 
0,115 + 0,009 


lésung 2 Min. — Probeentnahme 1 Min. 
nach Aufhéren der Injektion ... . 0,446 0,040 
Arbeitsperiode. Probeentnahme wahrend 
der Arbeit 6 Min. nach der Injektion 0,319 0,037 
Ruhe (29 Min. spiter) 0,185 0,010 
0,156 0,009 
0,135 0,007 


Durch die Bank liefern diese Versuche einen direkten Beweis 
dafiir, daB im Falle von alimentiirer Hyperglykimie, wo das 
kohlenhydratablagernde Vermégen der Leber es nicht vermag, 


den Zuckerprozentsatz des Blutes auf dem normalen Niveau 
festzuhalten, eine sehr schnelle und kriftige Ablagerung von Glu- 
cose in den Muskeln stattfinden kann. 

Nun lieBe sich vielleicht einwenden, da8 eine Abinderung 
des Verhiltnisses zwischen Blutkérperchen und Plasma wahrend 
der Passage des Blutes durch die Muskeln eine Anderung des 
Zuckerprozentsatzes des Blutes sollte hervorrufen kénnen; denkt 
man sich, daB die Menge des Plasmas bei der Passage durch die 
Muskeln vermindert wird, so mite der Zuckerprozentsatz abneh- 
men, da ja bekannt ist, daB die im Blute des Hundes vorhandene 
Zuckermenge, namentlich im Falle einer Hyperglykaimie, sozusagen 
ausschlieBlich in den Blutkérperchen vorliegt'); oder man kénnte 
sich denken — was vielleicht wahrscheinlicher ist — daB aus 
den Geweben eine glucosefreie oder glucosearme Fliissigkeit in 
das Blut eingedrungen ist; dies wird ja gleichfalls in einer Ver- 
minderung der Glucosekonzentration wihrend der Passage des 
Blutes durch die Muskeln resultieren, welcher Schwund in dem Falle 
durchaus nichts mit einer Zuckerablagerung zu tun hatte. Dieser 


1) R. Ege, diese Zeitachr. 111. 1920. 
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Einwand ist als angebracht zu betrachten, da es sich in den meisten 
Fallen um eine Injektion einer hypertonischen Lésung handelte. 

Es hat sich indessen gezeigt, daB der Einwand keine praktische 
Bedeutung hat, indem es nicht gelungen ist, eine Verschiebung 
zwischen dem Blutkérperchen- und dem Plasmavolumen nach- 
zuweisen, auch nicht nach einer Injektion einer hypertonischen 
Glucoselésung, wie aus dem untenstehenden Versuch ersichtlich. 

Kaninchen, 2,8 kg, Urethan. Injektion von 30 ccm 20 proz. Glucose 
in die V. jugularis; 3 Min. spiter wurden 2 absolut gleichzeitige Proben 
aus der A. carotis und durch einen Katheter, der durch die andere V. jugu- 
jaris in die V. cava superior hinabgefiihrt war, entnommen. 

Blutkérperchenvolumen (0,08 ccm Blut in 2ccm '/, Mol NaCl. Ar- 
terie 32,2, 2 Min. nach einer neuen Injektion 24,6, 10 Min. spiter 27,1 Vol.-%; 
Vene 31,9, 2 Min. nach einer neuen Injektion 24,5, 10 Min. spiter 27,1 Vol.-%. 

SchlieBlich soll noch ein letzter Versuch angefiihrt werden, 
in welchem die Arbeit unter natiirlicheren Verhiltnissen stattfand 
als bei den obenstehenden Versuchen. Die Arbeit bestand in 
diesem Versuche aus einem Lauf auf einem wagerecht rollenden 
Trottoir (etwa 10km pro Stunde). 

Der Zweck des Versuches war, zu untersuchen, ob die Mobi- 
lisierung der Kohlenhydratdepots des Muskels, welche statt- 
finden kann, wenn diese wohlversehen sind (z. B. unmittelbar 
nachdem in einer Hyperglykiimieperiode eine Ablagerung statt- 
gefunden hat), und die zu einer Steigerung des Zuckerprozent- 
satzes in der Vene im Verhiltnis zu dem in der Arterie fiihren 
kann, im wesentlichen als ein normaler Fall aufzufassen ist, oder 
ob sie mit derjenigen Neigung zur Glucosemobilisierung in Ver- 
bindung stehen kann, die eine mehr oder minder unvermeidbare 
Folge einer Irritation des Versuchstieres darstellt (Schmerz- oder 
psychische Hyperglykamie). 

Versuch. Hund, 15 kg, Kaniile in die V. jugularis, A. carotis, Katheter 


in die V. femoralis. Arterio | ~- Vene Differenz 


Ne Re ee ee ats WN 0,081 0,083 0,002 
Arbeit (Lauf auf dem rollenden Trottoir), 

Probeentnahme wihrend: des Laufes. 0,097 0,092 0,005 
Zuckerinjektion 80 ccm 20 proz. Glucose, 

danach Ruheperiode........ 0,470 0,356 0,114 
pe ee a ee 0,205 0,203 0,002 
NI ke a oO a oN 0,130 0,148 —- 0,018 
BIE RE Se Pe Se ge Bega ee 0,124 0,146 —- 0,022 


BN Ge oe ses Cc se ieee a 0,113 0,119 + 0,006 


Glucosekonzentration in dem arterielien Blut u. in dem venésen Blut. 133 


Wir treffen hier sowohl die kriftige Ablagerung, die in diesem 
Falle merkwiirdig groB erscheint, als die bedeutende Glucose- 
mobilisierung aus den Muskeln, wenn der Zuckerprozentsatz des 
Blutes sich wieder seiner normalen GréBe nahert, eine Glucose- 
mobilisierung, die so bedeutend ist, da8 der Venenzuckerprozent- 
satz den Arterienzuckerprozentsatz ganz betrichtlich iibertreffen 
kann; diese tiberschiissige Glucosemobilisierung treffen wir sowohl 
bei Ruhe als bei Arbeit. 


Zusammenfassung. 


1. Infolge der groBen Strémungsgeschwindigkeit des Blutes 
ist nicht zu erwarten, daB zwischen dem Arterien- und Venen- 
zuckerprozentsatz ein besonders groBer Unterschied obwaltet. 

2. Man besitzt an dem Zuckerschwund wihrend der Passage 
des Blutes durch einen Muskel weder einen relativen noch einen 
absoluten MaBstab fiir den Zuckerverbrauch in den Muskeln. 
Die Muskeln enthalten nimlich selbst ein Kohlenhydratdepot; 
man kann daher unter gewissen Verhiltnissen beobachten, daB 
wahrend der Passage durch die Muskeln kein Schwund des Glucose- 
prozentsatzes des Blutes stattfindet, indem anzunehmen ist, dai 
die Muskeln ausschlieBlich vom Kohlenhydratdepot verbrennen. 
Andererseits kann, wenn der Glucoseprozentsatz hoch ist (bei 
einer alimentéren Hyperglykimie), ein so kraftiger Schwund 
von Glucose wihrend der Passage des Blutes durch die Muskeln 
stattfinden, daB der Schwund sich nur aus einer sehr merkbaren 
Ablagerung erklairen liBt. Das reiche Kohlenhydratdepot, das 
der Muskel demzufolge enthalt, gibt sich, wenn die Glucose- 
konzentration im Blute wieder gegen ihre normale Stufe hin 
abnimmt, in einer so kriftigen Mobilisierung von Glucose zu 
erkennen, daB die Glucosekonzentration in der Vene die der 
Arterien iibertrifft. 

3. Auch wenn im Korper keine Kohlenhydratreserven vor- 
handen sind, verbrennen fortwahrend groBe Mengen von Glucose 
in den Muskeln; die verbrauchte Glucose wird (aus anderen Stoffen) 
auBerhalb des Muskels gebildet. 


i ag ygyen, SD 
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Physikalische Chemie der Zellatmung '). 


Von 


Otto Warburg. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
* ( Bingegangen am 18, April 1921.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die vorliegende Abhandlung zerfallt in folgende Abschnitte: 
I. Versuche an Zellen (S. 135). 
II. Versuche an dem Kohlemodell (S. 140). 
III. Ergebnisse (S. 152). 
IV. Experimentelles zu IT. (S. 154). 


Fragestellung. 





EiweiB ist bei Kérpertemperatur gegeniiber Sauerstoff von 
Atmosphiarendruck bestiindig. Wiasserige EiweiBlésungen kénnen 
bei Luftzutritt jahrelang unveraindert aufbewahrt werden, wenn 
man fir Fernhaltung lebender Keime Sorge tragt. Thermo- 
dynamisch betrachtet, haben wir hier ,,falsche Gleichgewichte“ 
vor uns; es bedarf keiner Zufuhr von Arbeit, um Eiwei8 mit 
Sauerstoff in Reaktion zu bringen, sondern, wie man sich aus- 


driickt, der Beseitigung von Reaktionswiderstainden. 


Auch in der lebenden, mit Sauerstoff durchtrinkten Zelle 
ist die Hauptmasse der Zelisubstanz mit Sauerstoff in falschem 
Gleichgewicht, d. h. gegeniiber Sauerstoff ebenso bestindig wie 
im Reagensglas. Ware dem nicht so, wiirde die organische Welt 
nicht existieren. Nur an einzelnen Stellen werden, nach MaBgabe 


geselischaft Berlin, Julius Springer, 1921. 





des Energiebedarfs der Zelle, jene Reaktionswiderstainde ver- 
kleinert; hier, an den Verbrennungsorten, wird der Kohlenstoff 
des EiweiSmolekiils zu Kohlensiure, sein Wasserstoff zu Wasser, 
sein Schwefel zu Schwefelsiure oxydiert. Dies ist der Vorgang, 
den wir als Sauerstoffatmung bezeichnen, und die Frage, die wir 


1) Auszugsweise veriffentlicht in ,,Festschrift der Kaiser-Wilhelm- 
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stellen, lautet: Welcher Mittel bedient sich die Zelle, um an den 
Verbrennungsorten die trigen organischen Verbindungen mit 
Sauerstoff in Reaktion zu bringen? 


I. Versuche an Zellen. 


Die Verbrennungsorte’). 


Bringt man rote Vogelblutzellen in eine Kaltemischung von 
—80°, so zerreiBen beim Gefrieren die feinen die Strukturteile 
umhiillenden Membranen und man erhilt beim Auftauen eine 
Fliissigkeit, in der die festen Zellbestandteile frei schweben. Der 
Versuch 1a8t sich so anordnen, da die Atmung nach dem Auftauen 
fiir einige Stunden unverindert bleibt. 

Zentrifugiert man nach dem Auftauen, so erhalt man 2 Schich- 
ten: eine obere, klare, von den festen Zellbestandteilen befreite, 
und eine tiefere, triibe, die festen Zellbestandteile enthaltende. 
Mi&t man in den so getrennten Schichten die Atmung, so findet 
sich, daB nur die tiefere Schicht atmet. Die gesamte Atmung 
ist an die festen Zellbestandteile gebunden. 

In allen Fallen, in denen bisher eine Zerstérung der Zelle 
ohne gleichzeitige Vernichtung der Atmung gelang, beobachtet 
man ahnliches. So ist die Atmung des unbefruchteten Seeigeleis, 
die Atmung der Leberzellen héherer Tiere gréBtenteils an feste 
Partikel gebunden, die man als intracellulire Granula bezeichnet. 
Je kleiner die festen Partikel, um so schwerer ist ihre Entfernung 
aus dem fliissigen Zellinhalt. Die festen Partikel der roten Blut- 
zellen, die als groBe ,,Schatten‘‘ zusammenhingen, lassen sich leicht 
durch Zentrifugieren herausschleudern. Die festen Partikel der 
Leberzellen kénnen nach dem gleichen Verfahren nicht vollstandig 
abgetrennt werden; auch nach langem Zentrifugieren sind hier 
die iiberstehenden Fliissigkeiten nicht frei von Atmung und selbst 
die Filtration durch engmaschige Kieselgurkerzen liefert noch 
atmende Filtrate. Die Atmung in derartigen Filtraten, die frei 
von gréberen Partikeln sind, entspricht der Garung in Buchners 
HefepreBsaft. Wie die Wirkung im HefepreBsaft, so mag man die 
Wirkung in den Leberzellenfiltraten als ,,enzymatisch“ bezeichnen. 
Doch mu8 man bedenken, da8B mit dieser Ausdrucksweise fiir die 
Lésung unserer Frage nichts gewonnen ist. 


1) O. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chemie 70, 413. 1911; Arch. f. 
d. ges. Physiol. 154, 599. 1913; 158, 189. 1914. 
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Wirkung der Narkotica auf die Atmung}). 


Es gibt eine groBe Anzahl zellfremder Stoffe, mittels deren sich 
die Atmung ohne Schidigung der Zelle hemmen laBt. Entfernen 
wir einen derartigen Stoff nach nicht allzu langer Einwirkung 
wieder aus der Zelle, so steigt die Atmung auf ihre normale Hohe. 

Wir wollen uns im folgenden nur mit solchen Stoffen beschaf- 
tigen, die schnell in lebende Zellen eindringen, und scheiden damit 
die komplizierende Frage aus, wieweit eine beobachtete Wirkung 
mit der Eintrittsgeschwindigkeit in die Zelle zusammenhingt. 
Lésen wir einen unserer Stoffe bis zur Konzentration c in der die 
Zelle umspiilenden Fliissigkeit, so befinden sich alle Phasen des 
Zellinnern mit c im Verteilungsgleichgewicht. 

Vergleichen wir die Konzentrationen verschiedener Stoffe, 
die die Atmung um den gleichen Betrag hemmen, so finden wir 
in einigen Fallen gleiche Wirkungen bei gleichen Konzentrationen. 
Beispielsweise wird die Atmung roter Vogelblutzellen durch eine 
2/199"Lsung von Acetaldehyd, Propylaldehyd, Butyraldehyd oder 
Valeraldehyd um etwa 50% gehemmt. Wir schlieBen daraus, 
daB die Wirkung dieser Stoffe durch ihre im chemischen Sinn 
reaktionsfahige Gruppe, die Aldehydgruppe, bestimmt wird. 

Andere zellfremde Stoffe — die Narkotica — wirken auf die 
Atmung nicht durch ihre im chemischen Sinn reaktionsfahigen 
Gruppen. Vergleicht man die Wirkung verschiedener Alkohole, 
Urethane, Ketone, Nitrile, so findet man innerhalb einer Kérper- 
klasse nicht gleiche Wirkungen bei gleichen Konzentrationen, 
sondern die Wirkungsstérken der Alkohole unter sich, der Ure- 
thane unter sich, liegen um das Hundert- bis Tausendfache aus- 
einander (Tabelle I). 

Setzt man dieselben Stoffe zu einem giirenden HefepreBsaft, 
so wird die Vergiirung des Zuckers bei héheren Konzentrationen, 
jedoch in der gleichen’ Reihenfolge gehemmt wie die Zellatmung. 
Hier beobachtet man mit der Wirkung eine Veriinderung des 
PreBsaftes*), indem immer dann, wenn eine Hemmung erfolgt, 





1) O. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chemie 69, 452. 1910; Ergebnisse 
der Physiologie 14, 253. 1914. 

*) O. Warburg und Wiesel, Arch. f. d. ges. Physiol. 144, 465. 1912; 
O. Meyerhof, Arch. f. d. ges. Physiol. 157, 251. 1914; 157, 307. 1914; 
H. Freundlich und Rona, diese Zeitschr. 81, 87. 1917; O. Meyerhof, 
diese Zeitschr. 86, 325. 1918. 
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Tabelle I. 
ct die Saas | Atmungs- ; : | Atmungs- 
|| hemmung hemmung 
Substanz i} um 60% Substanz } um 50% 
|| durch Mole durch Mole 
| pro Liter | pro Liter 
Methylalkohol. . . . . | 5,0 ee ee Hl 0,9 
Athylalkohol ..... | 16 Methylpropylketon. . .j 0,17 
Propylalkohol. ... . «0,8 Methylphenylketon. . .| 0,014 
Butylalkohol ..... 0,15 ay i : 
Amylalkohol. ..... | 0,045 | Azetonitril ..... «| | 0,85 
1 Propionitril...... | 0,36 
Methylurethan. . . . . | 13 Valeronitril...... | 0,06 
Athylurethan . . .. . | 0,33 
Propylurethan. ... . | 0,13 Dimethylharnstoff ...| 1,4 
Butylurethan . ... . 0,043 | Didthylharnstoff. . . ./ 9,52 
Phenylurethan. ... . | 0,003 | Phenylharnstoff ... ./| 9,018 
H i 
CR eee ee wo 84 | 0,6 et Se A | 0,02 
sibs cock AP A | 0,14 emer | 0,0007 


die Kolloide ausflocken. Die Wirkung ist also eine capillar- 
chemische, Flockung bedeutet Grenzflaichenverinderung der 
Kolloide. 

Nach derselben Richtung weist eine Ubereinstimmung, die 
J. Traube') bei Betrachtung unserer Tabelle I auffiel. Die wiisse- 
rigen Lésungen der dort aufgefiihrten Stoffe zeigén durchweg 
gegeniiber Luft eine niedrigere Oberflachenspannung als reines 
Wasser, und zwar ist diese Erniedrigung fiir gleich wirksame 
Lésungen vielfach gleichgroB. 

Indessen gilt der Satz, daB ,,isocapillare“ Lésungen gleich- 
wirksam sind, nur dann, wenn man die Lésungen sehr ihnlicher 
Stoffe vergleicht, wie beispielsweise die Reihe der homologen 
aliphatischen Alkohole, jedoch nicht angenaihert, wenn man die 
Lésungen verschiedenartiger Stoffe vergleicht. Zum Beleg 
seien einige Messungen wiedergegeben (Tabelle II u. III), in denen 


Tabelle II. Alkoholreihe. 

















| Atmungshemmung | pan 
Substanz | um 60% durch | ———-100 
Mole pro Liter (c) | had 

Methylalkohol. ..... . i oe 31 
Athylalkohol ...... .| | 1,6 28 
Propylalkohol. ...... \ 0,8 35 
Butylalkohol ....... i 0,15 28 
Amylalkohol....... . | 0,045 28 





1) J. Traube, Arch. f. d. ges. Physiol. 153, 276. 1913. 
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Tabelle III. Mischreihe. 

















Atmungshemmung ie 
Substanz um 60% durch ——  -100 

Mole pro Liter (c) ios 
Diathylharnstoff (symm.). . 0,52 18,8 
Amylalkohol (Girungs-) . . 0,045 28,0 
Methylphenylketon ents ed 0,014 7,7 
Phenylurethan. ..... . 0,003 4,5 
po area ca ca Pree | 0,0007 8,3 


wir fiir gleichwirksame Konzentrationen verschiedener Stoffe die 
Capillarkonstanten ermittelt haben. ow in den Tabellen bedeutet 
die Capillarkonstante des reinen Wassers, o, die Capillarkonstante 
der Lésung bei der Konzentration c des Narkoticums. c hemmt 
in allen Fallen die Zellatmung um 50%. 

Wie man sieht, findet man fiir die Mischreihe sehr verschie- 
dene Capillardepressionen.- Andererseits ist die Konstanz in der 
Alkoholreihe auffallend ; sie wird von J. Tra ube!) folgendermaBen 
erklart: Ein Stoff dringt um so schneller in die Zelle ein, je 
stirker er die Oberflichenspannung der umspiilenden Lésung 
erniedrigt. Er wirkt um so starker, je schneller er eindringt. 
Isocapillare Lésungen verschiedener Narkotica wirken gleich, 
weil aus ihnen in der Zeiteinheit gleiche Mengen Narkoticum 
in die Zelle eindringen. 

Diese Theorie ist nicht haltbar. Insbesondere iibersieht 
Traube, da8 die Wirkungsstaérken unserer Stoffe im Verteilungs- 
gleichgewicht gemessen sind, daB also Verschiedenheiten der Wir- 
kungsstarken ‘nicht durch Verschiedenheiten der Eintrittsgeschwin- 
digkeiten erklirt werden kénnen. 

Wir werden spiter auf den Zusammenhang zwischen Grenz- 
flachenspannung und Wirkungsstirke zuriickkommen. v 


Adsorption der Narkotica in lebenden Zellen?). 


Fiigen wir zu roten Vogelblutzellen, die in einer Kochsalz- 
lésung aufgeschwemmt sind, Thymol und messen im Gleichgewicht 
die Verteilung des Thymols zwischen der lebenden Zelle und der 
umspiilenden Salzlésung, so finden wir, ziemlich unabhingig von 


1) Arch, f. d. ges. Physiol. Lc. 

*) O. Warburg und Usui, Zeitechr. f. physiol. Chemie 81, 175. 1912; 
Dorner, Sitzungsber. d. Heidelb. Akad. 1914, 8. 2; Ergebnisse der Physio- 
logie 14, 253. 1914. 
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der Konzentration, einen Verteilungskoeffizienten von 7, d. h. 
1 Volumen. Zellen enthaélt im Gleichgewicht ca. 7mal soviel 
Thymol als 1 Volumen der umspiilenden Salzlésung. Bei gleicher 
Versuchsanordnung erhalten wir kleinere Verteilungskoeffizienten 
fiir die iibrigen Stoffe der Tabelle III. Die Reihe, geordnet nach 
der GréBe der Verteilungskoeffizienten, lautet: Diithylharnstoff 
< Amylalkohol < Methylphenylketon < Phenylurethan <Thymol; 
die Folge entspricht ohne Ausnah me der der Wirkungsstirken. 
Je stirker die Wirkung, um so gréfer ist also, bei gleicher AuBen- 
konzentration, die Anreicherung in der Zelle. 

Indem man das Bindungsvermégen der fliissigen und der 
festen Zellbestandteile getrennt bestimmt, kann man zeigen, 
daB die Anreicherung vorwiegend durch die festen Zellbestand- 
teile erfolgt. Auf gleiche Gewichtsmengen umgerechnet, binden 
die festen Zellbestandteile etwa 10mal soviel Thymol als die 
fliissigen. 

Die Bindung ist als Adsorption aufzufassen. Isoliert man 
die festen Zellbestandteile und kocht sie mit Alkohol und Ather 
aus — um Korper, die als Lésungsmittel wirken kénnten, zu ent- 
fernen —, so bleibt das Bindungsvermégen gegeniiber Thymol 
unverindert. Die festen Strukturteile adsorbieren also chemisch 
indifferente Stoffe in ihnlicher Weise wie Kohle. 2 Zahlenbeispiele 
seien angefiihrt: 

Konzentration in der Lésung Adsorbierte Menge 


—— Mole pro Liter Millimole pro Gramm 
n-Oktylalkohol . . . 2,2-10-° 0,06 
TENE 5 Ki oe 1,5-10-° 0,09 


Bezogen auf gleiche Gewichtsmengen Adsorbens, ist das 
Adsorptionsvermégen der festen Zellbestandteile kleiner als das 
hochwertiger Kohlen; doch besagt dieser Vergleich nicht viel, 
da in beiden Fallen die GréBen der wirksamen Oberflichen nicht 
bekannt sind. 


Eisen als Sauerstoffiibertriger in der Zelle*). 


Nach dem Vorhergehenden hemmt ein Narkoticum die Zell- 
atmung in um so kleinerer Konzentration, je stirker es von den 
festen Zellbestandteilen adsorbiert wird. Die Wirkungsstirken 
wachsen nach Mafgabe der Adsorptionskonstanten. 


1) 0. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chemie 92, 231. 1914. 
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Blausiure hemmt die Atmung der meisten Zellen bei Kon- 
zentrationen von etwa !/,o999 Mol pro Liter und ist damit, hinsicht- 
lich der Beeinflussung der Atmung, der wirksamste Stoff, den wir 
kennen. Doch ergibt die Messung der Adsorption eine sehr kleine 
Konstante, etwa von der GréBe des zehntausendmal unwirksameren 
Acetons. Die Wirkungsweise der Blausiure ist also eine andere 
als die der Narkotica!) und es liegt nahe, hier an eine Umsetzung 
mit einem in kleiner Menge vorhandenen, fiir die Atmung wichtigen 
Zellbestandteil zu denken. In der Tat haben Versuche am See- 
igelei diese Auffassung sehr wahrscheinlich gemacht. 

Das Seeigelei enthilt eine kleine Menge Eisen, etwa 0,03 mg 
pro Gramm Trockensubstanz. Die Form, in der das Eisen vor- 
liegt, ist nicht naiher bekannt; ist es organisch gebunden, so ist 
die Bindung eine sehr lockere, da bei Zusatz von Eisenion- 
reagenzien sofort die bekannten Reaktionen auftreten. — Gibt 
man Stoffe zu der Zellsubstanz, deren Oxydation im Reagensglas 
durch Eisensalz beschleunigt wird, so beobachtet man unter 
gewissen Bedingungen die nach dem Eisengehalt zu erwartenden 
Oxydationsbeschleunigungen*® — Verdoppelt man den natiirlichen 
Eisengehalt der Zellsubstanz, so steigt die Atmung auf etwa 
den doppelten Betrag. Andere Schwermetalle, z. B. Kupfer 
und Mangan, sind ohne Wirkung, ebenso Zisenzusitze, die im 
Vergleich zum natiirlichen Eisengehalt der Zelle klein sind. © 

Bekanntlich besitzt Blausiure eine besondere Verwandtschaft 
zu Schwermetallen und es liegt nahe, ihre Wirkung auf die Atmung 
mit dieser Verwandtschaft in Beziehung zu bringen. Der Eisen- 
gehalt einer Zelle und die zur Atmungshemmung notige Blausiure- 
menge sollten dann, der GréBenordnung nach, iibereinstimmen. 
In der Tat geniigen einige hundertstel Milligramme Blausiure 
pro Gramm Zellsubstanz, um die Atmung des Seeigeleis vdllig 
zu hemmen, das hei&t, die dem Eisengehalt entsprechende Menge. 


II. Modellversuche. 


Reaktionsgeschwindigkeit an Oberflichen. 


Nach einer Entdeckung von Dulong und Thénard?) haben 
feste Kérper die Eigenschaft, Gasreaktionen zu beschleunigen. 
So erhéhen Quarz, Bernstein, Porzellan, Kohle und viele andere 








1) O. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chemie 76, 331. 1911. 
*) Ann. de Chim. et de Phys. 24, 380. 1823. 
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K6rper die Geschwindigkeit, mit der sich Wasserstoff und Sauer- 
stoff vereinigen, Bald nach Dulong und Thénard beschiftigte 
sich Faraday‘) eingehend mit dem Phinomen und sprach die 
Vermutung aus, da die Gase an der Oberfliche der festen Kérper 
verdichtet und im wesentlichen infolge dieser Verdichtung reak- 
tionsfaihiger wiirden?). 

Seit Faradays Zeiten ist eine groBe Anzahl Ahnlicher 
Reaktionen beobachtet und naher untersucht worden, und es ist 
bekannt, welche Rolle die Beschleunigung von Gasreaktionen 
durch feste Kérper in der Technik spielt. Viel seltener sind Fille 
gefunden, in denen die Adsorption aus Lésungen Reaktions- 
beschleunigungen bedingt; infolge der Konkurrenz mit dem 
Lésungsmittel werden offenbar geléste Stoffe aus Lésungen bei 
weitem nicht so stark adsorbiert, wie Gase aus Gasriumen. Doch 
haben naturgemiB nur Adsorptionen aus wisserigen Lésungen 
und durch sie bedingte Reaktionsbeschleunigungen biologisches 
Interesse. 

Gibt man zu einer wisserigen Kohlesuspension organische 
Stoffe, die adsorbiert werden, und schiittelt bei Zimmertemperatur 
mit Luft, so kann mittels empfindlicher Methoden in vielen Fallen 


eine Oxydation der organischen Substanz nachgewiesen werden. 
Doch sind die Geschwindigkeiten im allgemeinen so klein, daB 
im Laufe einiger Tage nur wenige Prozente der adsorbierten 
Substanz oxydiert werden. Hierzu stimmt es, da8 im allgemeinen 
die Messung der Adsorptionsgleichgewichte durch chemische Ver- 
ainderung der adsorbierten Stoffe nicht gestért wurde. 


Doch trifft dies nicht immer zu; wir kennen Fille, in denen 
die Oxydation einiger Prozente der adsorbierten Substanz nicht 
Tage, sondern Minuten dauert. Von diesen Fallen wollen wir 
2 naher besprechen, die Verbrennung der Oxalsiure und die 
Verbrennung der Aminoséuren. 


1) Experimental Researches VI. Reihe. 1834. Ubersetzt in Ostwalds 
Klassiker. Nr. 87. 

*) Die Ahnlichkeit des Phinomens mit gewissen Fermentwirkungen 
wurde schon frihzeitig, so von Berzelius, von Schénbein, erkannt. 
Insbesondere sei hier auf die bekannten Untersuchungen Bredigs und 
seiner Schule iiber ,,Anorganische Fermente“ hingewiesen (Zeitschr. f. 
physik. Chemie 31, 258 (1898); 37, 323 und 448 (1901); 66, 162 (1909); 
10, 34 (1909); 7%, 641 (1910); 81, 385 (1912). 
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Verbrennung der Oxalsaure an Blutkohle. 


Schiittelt man eine wisserige Oxalsiurelésung mit Blutkohle, 
so folgt auf eine erste schnelle Konzentrationsabnahme der Oxal- 
siure eine zweite langsamere'). Durch diese Beobachtung Fre und- 
lichs angeregt, haben wir das Verhalten der an Kohle adsorbierten 
Oxalsiure gegeniiber Sauerstoff untersucht und gefunden?), daB 
sie bei Zimmertemperatur und dem Sauerstoffdruck der Luft 
schnell zu Kohlensiure und Wasser verbrennt. 

Diese Oberflichenoxydation wird durch Narkotica in ahn- 
licher Weise gehemmt, wie die Zellatmung; gleiche Hemmung 
tritt nicht ein bei gleicher Konzentration in der Lésung, sondern 
die Wirkungsstaérken steigen nach MaBgabe der Adsorptions- 
konstanten (Tabelle IV). Hier ist der Zusammenhang ohne weiteres 
einleuchtend, maBgebend ist die Konzentration der hemmenden 
Stoffe am Orte der Wirkung. 

















Tabelle IV. 
Oxalsaiure-Kohle. Rote Blutzellen. 
Gewichts- | Prozentische ; Gewichts- | Prozentische 
Substanz proze: te in| Oxydations- Substanz prozente in| Oxydationa- 
der Lésung| hemmung der Lésung hemmung 
0,05 0 Methy!l- 
Methyl- 0,5 34 urethan \ 10 on. © 
urethan 5,0 46 
10,0 60 
Athyl- 0,5 42 ; Athyl- 1,25 14 
urethan 5,0 65 urethan 2,5 22 
10,0 76 5,0 88 
0,05 41 Propyl- 1,0 44 
Propyl- }i 5 72 urethan 20 94 
urethan 
5,0 % 0,025 33 
Phenyl- ¢ 
Phenyl- 0,005 34 peer 0,05 55 
urethan 0,05 90 0,1 90 











Die Gegeniiberstellung der Wirkung der Urethane auf Zell- 
atmung und Modellatmung in Tabelle IV zeigt, wie gut sich das 
Modell zur Nachahmung der Atmungshemmungen eignet. Was 
dagegen den verbrennenden Stoff selbst betrifft, so handelt es 
sich hier offenbar nicht um eine Reaktionsbeschleunigung von 
der GréBenordnung, wie wir sie in der Atmung beobachten; denn 


1) H. Freundlich, Capillarchemie S. 163ff. Leipzig 1911. 
*) O. Warburg, Arch. f. d. ges. Physiol. 155, 547. 1914. 
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Oxalsiure ist auch in wisseriger Lésung relativ unbestandig. 
Interessanter ist in dieser Hinsicht unser zweiter Fall, das Amino- 
siuremodell. 


Verbrennung der Aminosauren an Blutkohle’). 


Gibt man zu einer wasserigen Cystinlésung Kohle und schiittelt 
bei Zimmertemperatur mit Luft, so verschwindet die Aminosaure 
unter Sauerstoffaufnahme, wihrend gleichzeitig Kohlensiure, 
Ammoniak und Schwefelsiure als Endprodukte auftreten, das 
heiBt, die Endprodukte der EiweiSverbrennung ‘in lebenden 
Zellen. Ahnlich verbrennen andere Aminosiuren, beispielsweise 
Leucin und Tyrosin. Beachtenswert ist hierbei, daB der Stick- 
stoff der Aminosiuren nicht, wie bei der Verbrennung in der 
Berthelotschen Bombe, mitoxydiert, sondern, wie von der lebenden 
Zelle, als Ammoniak abgespalten wird. 

Mit Hinblick auf unser Thema wollen wir fragen, wie groB die 
Wirksamkeit der Kohle als Oxydationskatalysator ist im Vergleich 
zur Wirksamkeit lebenden Gewebes. Vergleichen wir mit einem ~ 
besonders stark atmenden Gewebe, der Warmbliiterleber, so 
findet sich, daB 1 g Kohle, im Gleichgewicht mit einer "/,.,-Cystin- 
lésung, in einer bestimmten Zeit ebensoviel Sauerstoff verbraucht, 
wie die gleiche Gewichtsmenge lebenden Gewebes. Hier handelt 
es sich also erstens um Geschwindigkeiten und zweitens um 
Beschleunigungen, wie wir sie in der Zellatmung beobachten. 
Denn bekanntlich gehéren die Aminosiuren zu den bestandigsten 
K6rpern der organischen Chemie und reagieren selbst im Lauf 
von Jahren nicht merklich mit Luftsauerstoff. Andererseits iiber- 
treffen sie in der lebenden Zelle alle anderen Stoffe an Unbestin- 
digkeit. 

Auch diese Oberflichenoxydation?) wird durch Narkotica 
in ahnlicher Weise gehemmt wie die Zellatmung. Gibt man zu 
gleichen Mengen Kohle und Aminosiurelésung soviel verschie- 
dener Narkotica, da die Oxydationsgeschwindgkeit immer um 
denselben Betrag sinkt und miBt in diesem Zustand gleicher 
Hemmung die Narkoticumkonzentrationen c in der Lésung, so 
findet man (Tabelle V), daB sich die c- Werte fiir chemisch ahnliche 
Narkotica um das Hundert- bis Tausendfache unterscheiden. 


1) O. Warburg u. Negelein, diese Zeitschr. 113, 257. 1921. 
*) Experimenteller Teil dieser Abhandlung. 
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Tabelle V. 
Hemmung der Cystinoxydation. 
Substanz | 
Dimethylharnstoff (asym.) . 0,03 
Diathylharnstoff (sym.). . . , 0,002 
Phenylharnstoff...... | 90,0002 
DOE SS As bh Oe 
NS TSR SN ene | 0,003 
MM Ser ree ig os yl ig 0,07 
Methylphenylketon. . .. . < 0,0004 
Athylalkoholl ....... 0,32 
Amylalkohol........ 0,0015 
EE, 20a os BRS SS 0,2 
Valeronitel: ie. a es 0,0021 


Wirkung der Narkotica!). 


Bei konstantem Sauerstoffdruck ist die Geschwindigkeit, mit 
der eine Aminosiure an der Kohleoberfliche oxydiert wird, ihrer 
in jedem Augenblick adsorbierten Menge proportional. Entfernen 
wir also bei einer gegebenen Anordnung die Halfte der Amino- 
siure von der Kohle, so sinkt die Oxydationsgeschwindigkeit auf 
die Hialfte. 

Adsorptionsmessungen zeigen, daB aus einem Gemisch von 
Aminosiure und Narkoticum weniger Aminosaure adsorbiert 
wird, als aus einer reinen Aminosiurelésung. Lassen wir Cystin 
zunachst aus einer reinen Aminosiurelésung adsorbieren und fiigen 
nunmehr ein Narkoticum hinzu, so verdraingt?) das Narkoticum 
die Aminosiure von der Kohleoberflache. 

Narkoticumkonzentrationen, die nicht merklich verdrangen, 
bewirken keine merkliche Hemmung der Oxydation. Bestimmt 
man fiir verschiedene Narkotica einerseits den Grad der Ad- 
sorptionsverdringung, andererseits den Grad der Oxydations- 
hemmung, so findet man eine sehr weitgehende Ubereinstimmung 
beider GréBen. Es ist daraus zu schlieBen, daB die Verdrangung 





1) Experimenteller Teil dieser Abhandlung. 

2) Die Erscheinung der Adsorptionsverdrangung in wisserigen Lésungen 
wurde zuerst beobachtet von Freundlich und Masius fiir das Stoffpaar 
Oxalsaure-Bernsteinsiure (Masius, Diss. Leipzig 1908) und von Michaelis 
und Rona fiir das Stoffpaar Aceton-Essigsiure (diese Zeitschr. 15, 196. 
1908). Vgl. auch Freundlich und Masius, Gedenkbuch fiir van Bemmelen 
8. 88. 1910. 
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der einzige Grund der Oxydationshemmung ist, indem der 
nichtverdrangte Rest der Aminosiure, unbeeinflu8t durch die 
Gegenwart des Narkoticums, verbrennt. 

Mit der Verdrangung der Aminosiure kommt ihre Oxydation, 
wie ohne weiteres anschaulich ist, zum Stillstand. Das gleiche gilt 
fiir die Sauerstoffaufnahme nur dann, wenn der verdringende 
Stoff nicht seinerseits an der Kohleoberfliche oxydiert wird. 
Da die meisten Narkotica auch im Zustande der Adsorption 
gegeniiber Sauerstoff relativ bestindig sind, so bedingt die Ver- 
dringung einer Aminosiaure in der Regel auch einen Stillstand 
der Sauerstoffaufnahme. 


Theorie der Narkoticawirkung. 


Gibt man zu gleichen Mengen Kohle und Aminosiurelésung 
soviel verschiedener Narkotica, daB immer dieselbe Menge Amino- 
siure verdringt wird und mibt im Zustande gleicher Verdringung 
einerseits die Narkoticumkonzentrationen c in der Lésung, anderer- 
seits die von der Gewichtseinheit Kohle adsorbierten Narkoticum- 
mengen 2, so findet man die Unterschiede der x-Werte, im Ver- 
gleich zu den Unterschieden der c- Werte, relativ klein’). Beispiels- 
weise hat 1 g Kohle, wenn 0,03 Millimole Cystin verdrangt sind, 
0,6—1,5 Millimole der verschiedenen Narkotica adsorbiert, bei 
um das Tausendfache verschiedenen Narkoticumkonzentrationen 
in der Lésung (Tabelle VI, Spalte 2 u. 3). 


Tabelle VI. 








Spalte 1 Spalte 2 Spalte 3 Spalte 4 





h ¢e Zz 
Substanz | (Mole pro Liter | (Millimole pro; 2.(V,,)% 
i Lésung) | Gramm Kohle) 














Dimethylharnstoff (asym.) . . .)| 0,03 1,1 
Diaithylharnstoff (sym.). ... . ' 0,002 0,68 
Phenylharnstoff 0,0002 0,76 


Acetamid 0,17 1,2 
Valeramid 0,003 0,62 
ro -e@ 
Methylphenylketon 0,73 
Amylalkohol 5 0,87 
Acetonitril 1,5 
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1) Experimenteller Teil dieser Abhandlung. 
Biochemische Zeitschrift Band 119. 
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Wir machen nunmehr die folgenden, in jeder Hinsicht ein- 
fachsten Annahmen: Der verdringende Stoff soll die Kohle- 
oberfliche in einer einzigen Lage von Molekiilen besetzen, die so 
bewirkte Verkleinerung der freien Oberfliche die alleinige 
Ursache der Verdringung sein. Dann ist die Wirkung unab- 
hingig von der chemischen Natur des adsorbierten Narko- 
ticums und bestimmt durch die Zahl x der adsorbierten Molekiile 
einerseits, der von jedem Molekiil beanspruchten Flaiche F anderer- 
seits. Die Bedingung fiir gleiche Wirkung lautet also 


a -F=K, 


x, die Zahl der adsorbierten Molekiile, kann gemessen werden. 
F, die von einem Molekiil beanspruchte Fiache, ist gleich der 
Wand des Wiirfels, den das kugelférmig gedachte Molekiil erfiillt. 
Bezeichnen wir mit V,, das aus den Refraktionsiquivalenten 
berechnete Molekularvolumen'), so ist F proportional (V,,) oder 
die Bedingung fiir gleiche Wirkung 


a+ (Vm)i = K. (1) 


Die vierte Spalte der Tabelle VI zeigt, daB diese Bedingung mit 
groBer Annaherung erfiillt ist. 

Nach Freundlich?) besteht zwischen der adsorbierten 
Menge 2 eines Stoffes und seiner Konzentration c in der Lésung 
die Beziehung : 
xa=ke*, (2) 
worin k und n Konstanten bedeuten. Setzen wir den Wert fiir 
x aus (2) in (1) ein, so ergibt sich die Beziehung 


kew-(V,)' = K. (3) 
Aus dieser Gleichung kann die Wirkungsstarke c fiir ein beliebiges 
Narkoticum berechnet werden, wenn K, die Adsorptionskonstanten 
und die Molekularvolumina gegeben sind. 


1) Ist nm der Brechungsexponent einer Substanz, so ist nach 


n?—|] : 

na der Bruchteil des von den 
(kugelférmig gedachten) Molekiilen tatsichlich eingenommenen Raums. 
n*—1 Molekulargewicht 








der Theorie von Lorenz- Lorentz 


, die ,,Molekularrefraktion“, ist das Volumen V,,, 





n'+2° spez. Gewicht 
das die Molekiile eines Gragnmolekiils tatsichlich erfiillen. 
*) H. Freundlich, Zeitschr. f. physikal. Chemie 57, 385. 1907. 
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Bemerkungen zu dem vorhergehenden A bschnitt. 


1. Bedeckt die Aminosiure nur einen kleinen Bruchteil der Kohle- 
oberfliche, so kinnen in Gleichung (3) die fiir reine wiisserige Narkotica- 
lésungen gefundenen Adsorptionskonstanten k und n eingesetzt werden. 
Doch ist dies unzulissig, wenn die Aminosiure einen erheblichen Bruchteil 
der Kohleoberfliche bedeckt. 

2. Die Frage, wie Grenzflichenspannung und Wirkungsstirke zu- 
sammenhingen, ergibt sich aus folgender Uberlegung: Wir schreiben nach 


Freundlich’) 
c do 


ee eS 


Hier bedeutet x die Zahl der pro Oberflicheneinheit adsorbierten Molekiile 
¢ die Konzentration in der Lésung, o die Grenzflichenspannung der 
Lésung bei der Konzentration c. 

Ist ferner ow die Grenzflichenspannung reinen Wassers gegen das 
Adsorbens, so gilt fiir die Erniedrigung 


x= 


(4) 


1 
Ow —G=ken 


und nach (4) und (5) 

1 k X ; 
RT "°"* (6) 
Betrachten wir isocapillare Lésungen zweier Narkotica I und II, d. h. Lé- 
sungen, fiir die 


Z= 


Ow — 01 = Ow — On, (7) 
so ergibt sich 
aot nn 


—_—_— = -e.. 


T11 ny 
Sollen diese isocapillaren Lésungen gleich wirken, so muB sein 
m (Vi)? = mu(Vat)*. (9) 


Tsocapillare Lésungen werden also nur ausnahmsweise gleich wirken, 
angenéhert dann, wenn man ahnliche Stoffe von nicht allzu verschiedenem 
Molekularvolumen vergleicht, wie benachbarte Glieder einer homologen 
Reihe. 

3. Wahrend in unserem Fall die Grenzflichenspannung nur insofern 
von Bedeutung ist, als sie mit der Adsorption zusammenhingt, mag in 
anderen Fallen die Beziehung eine direktere sein, beispielsweise im Fall 
der Cytolyse durch Narkotica. Unsere Theorie der Narkoticawirkung 
bezieht sich lediglich auf die Beeinflussung chemischer Reaktionen 
in Zellen, sie zu verallgemeinern, liegt kein Grund vor. 


4. Von Narkoticis, die an der Kohle mit merklicher Geschwindigkeit 
verbrennen, seien besonders Thymol und Chloroform genannt. Mit diesen 
Stoffen kann Cystin zwar verdringt, die Sauerstoffaufnahme jedoch nicht 
vermindert werden. 


1) H. Freundlich, Capillarchemie, 8. 75ff. Leipzig 1909. 
10* 
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Wirkung der Blausaure’). 


Auch durch Blausiure kénnen wir adsorbierte Stoffe von der 
Kohleoberfliche verdringen. Da jedoch Molekularvolumen und 
Adsorptionskonstante der Blausiure relativ klein sind, ist zur 
Erzielung eines bestimmten Verdrangungsgrades eine héhere 
Konzentration von Blausiure erforderlich als von irgendeinem 
unserer Narkotica. Um beispielsweise 0,03 Millimole Cystin von 
1 g Kohle zu verdrangen, mu8 die Blausdurekonzentration in der 
Lésung etwa 1 Mol pro Liter betragen, gegeniiber 0,17 Molen 
unserer schwiichsten Narkotica, Acetamid und Acetonitril. Unter- 
halb einer Blausiurekonzentration von '/,, Molen pro Liter ist 
keine Verdringung mehr nachweisbar, unterhalb dieser Konzen- 
tration also sollte eine Hemmung der Cystihoxydation nicht 
beobachtet werden, wenn Blausiure die Sauerstoffaufnahme aus 
demselben Grunde hemmte, wie die Narkotica. 

Doch tritt eine Hemmung der Cystinoxydation schon bei 
einer Blausiurekonzentration von etwa 10~‘ Molen pro Liter auf, 
die Hemmung ist fast vollstandig bei einer Blausiurekonzentration 
von 10-* Molen pro Liter. 

MiBt man die adsorbierten Blausiuremengen einerseits, 
wenn die Oxydationshemmung 60% betragt, andererseits, wenn 
der Verdrangungsgrad 60% betragt, so ergibt sich folgendes: 

















Tabelle VI. 
Mime: lh a i! 
Rc moe adsorbiert PP 0 il Oxydations- 
in derLésung | Cystin | Blausdure grad hemmung 
Mole/Liter | Millimole | Millimole % 0% 
Be 0,05 — os ee 
4-10-* 0,05 0,01 mR 
1 0,02 3 60 | vollstindig 














Bringen wir 3 Millimole Blausiure an die Kohle, so ist ein 
erheblicher Bruchteil der Oberfliche mit Blausiéure bedeckt, ein 
Teil des Cystins infolgedessen verdringt. Bringen wir 0,01 Milli- 
mole Blausdure an die Kohle, so ist ein verschwindend kleiner 
Bruchteil der Kohle mit Blausiure bedeckt, infolgedessen prak- 
tisch kein Cystin verdriingt; gleichwohl ist die Oxydation des 
Cystins erheblich verlangsamt. 





1) Experimenteller Teil dieser Abhandlung. 
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Die Adsorption an sich geniigt also nicht, um Cystin 
gegeniiber Sauerstoff reaktionsfihig zu machen, sondern es ist 
hier noch ein zweiter Faktor im Spiel, dessen Betatigung durch 
Blausdéure ausgeschaltet wird. Die Annahme liegt nahe, daB es 
sich um einen Stoff handelt, der in kleinen, den wirksamen Blau- 
siuremengen entsprechenden Mengen in der Blutkohle vorkommt. 









Schwermetallgehalt der Blutkohle’), nd 


Gliiht man Mercksche Blutkohle an der Luft, so bleibt eine 
gelblichrosa gefairbte Asche zuriick, die Eisen und Kupfer enthalt. 
Die Mengen an beiden Schwermetallen wurden fiir unser Versuchs- 
praparat bestimmt und zu etwa 5 Milliontel Molen Fe und 
3 Milliontel Molen Cu pro Gramm Kohle gefunden. Eine Hemmung ~ 
der Cystinoxydation trat auf (vgl. den vorhergehenden Abschnitt), 
wenn pro Gramm Kohle 10 Milliontel Mole Blausiure gebunden 
waren, also der Ggé8enordnung nach eine den genannten Schwer- 
metallen entsprechende Menge. 












Adsorption und Sauerstoffiibertragung durch Benzoe- 
siurekohle. 


Nach Glaessner und Suida?) ist die Mercksche Blutkohle 
ein kompliziertes Gemisch verschiedener Stoffe, indem beispiels- 
weise bei der Analyse folgende Werte erhalten wurden: 
C H N 0 (8) Aache 
% 710 1,7 7,2 14,7 6,4 
Stellt man Kohle aus chemisch reinen krystallierten Stoffen 
dar®) — besonders geeignet ist Benzoesiure — so erhilt man 
erheblich einfacher zusammengesetzte Priiparate. Beispielsweise 
ergab die Analyse einer aus Benzoeséure gewonnenen Kohle: 
Cc H N 0 Asche 
% 6 0,6 — 3,4 nicht waigbar 
Das Priaparat enthielt 0,27 Milliontel Mole Fe, also etwa 
20 mal so wenig wie Blutkohle. Es gelang uns nicht, eine vollig 
eisenfreie Kohle darzustellen. 



























1) Pfligers Archiv 155, 558 (1914) und experimenteller Teil dieser 
Abhandlung. 

2) Annalen d. Chemie u. Pharmazie 357, 95. 1907. 

%) Experimenteller Teil dieser Abhandlung. 
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Das Adsorptionsvermégen der Benzoesaurekohle') entspricht 
gegeniiber vielen Stoffen dem der Blutkohle. Aceton und Bern- 
steinsiure werden etwas stirker, Amylalkohol und Cystin etwas 
schwicher adsorbiert als von Blutkohle. Dagegen wird Methylen- 
blau von der Benzoesiurekohle in relativ verschwindendem MaBe 
absorbiert. 

An Benzoesiurekohle adsorbiertes Cystin wird etwa 3 mal so 
langsam oxydiert als an Blutkohle adsorbiertes Cystin. Trankt 
man jedoch die Benzoesiurekohle mit Metallsalzen und gliht, 
so iibertrigt sie bei unveraindertem Adsorptionsvermégen Sauer- _ 
stoff mit gréBerer Geschwindigkeit auf adsorbiertes Cystin. Am 
wirksamsten erwies sich in dieser Hinsicht Eisensalz, indem nach 
Behandlung der Kohle mit diesem Metall die Geschwindigkeit 
der Cystinoxydation auf das 2—3fache stieg?). 

Doch stehen die Oxydationsgeschwindigkeiten keineswegs im 

/erhaltnis der Eisenmengen. Spielt also das Metall bei der Oxy- 
dation eine Rolle, so kommt es nicht nur auf seine Menge an, 
sondern auch auf die Form, in der es vorliegt. 

Gibt man zu einer wasserigen Kohlesuspension Schwermetall- 
salze, so werden die Metallionen fast vollstandig aus der Lésung 
herausgenommen. Doch gelingt es nie, auf diese Weise die sauerstoff- 
iibertragende Fiahigkeit eines Kohlepriparats zu steigern; ent- 
weder man findet keine Beeinflussung der Sauerstoffaufnahme 
oder eine Hemmung. An Kohle adsorbiertes Metallion 
vermag also nicht als Sauerstoffibertrager zu wirken, 
sondern — damit das Metall diese Eigenschaft erlangt — muB es 
durch Gliihen mit Kohle zuniachst in einen besonderen Zustand 
iibergefiihrt werden. 


Theorie der Blausiurewirkung. 


Wir stellen uns die Kohleoberfliche als ein Mosaik schwer- 
metallhaltiger und schwermetallfreier Bezirke vor, in dem die 
metallfreien Bezirke bei weitem iiberwiegen. In welcher Form 


1) Experimenteller Teil dieser Abhandlung. 

2) Nach einer Beobachtung von L. Wéhler (Zeitschr. f. angew. Chemie 
31, 192. 1918) gibt es Holzkohlen, die mit fliissigem Sauerstoff explodieren. 
Stark adsorbierende Kohlen, die diese Eigenschaft nicht zeigten, konnten 
explosiv gemacht werden, wenn ihr Eisengehalt durch Trankung mit 
Kisensalz auf iiber 3% erhéht wurde. 
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das Metall hier vorliegt, bleibt unbestimmt. Sowohl die metall- 
haltigen als auch die metallfreien Bezirke adsorbieren geléste 
Stoffe aus wisserigen Lésungen. Narkotica, Aminosiuren und 
viele andere Stoffe werden von beiden Bezirken in gleichem Mabe 
gebunden, Blausiure — dank ihrer Affinitét zu Schwermetallen 
— vorwiegend von den metallhaltigen Bezirken. Schwerverbrenn- 
liche Stoffe, wie Aminosiuren, verbrennen nur an den metall- 
haltigen Bezirken, wihrend sie an den metallfreien Bezirken 
gegeniiber Sauerstoff bestindig sind. 

Bringen wir an eine cystinbeladene Kohle Blausiure, so wird 
das Cystin von den metallhaltigen Bezirken verdringt und damit 
seine Oxydation gehemmt. Um diesen Zustand herbeizufiihren, 
geniigt sehr wenig Blausiiure, weil die metallhaltigen Bezirke nur 
einen sehr kleinen Bruchteil der Gesamtoberfliche ausmachen. 
Aus dem gleichen Grunde fiihrt die Verdringung von den metall- 
haltigen Bezirken zu keiner merklichen Abnahme der adsorbierten 
Cystinmenge. Bei steigender Blausiurekonzentration werden 
auch metallfreie Bezirke der Oberfliche mit Blausiure bedeckt; 
erst wenn der mit Blausiiure bedeckte Bruchteil der Oberflache 
gegeniiber der Gesamtoberfliche in Betracht kommt, nimmt die 
adsorbierte Cystinmenge merklich ab und es erscheint nunmehr 
ein Teil des vorher adsorbierten Cystins in der Lésung. 

Nach dieser Theorie beruht die besondere Wirkung der Blau- 
sdure auf einer elektiven Verdrangung des Cystins von den 
Oxydationsorten, im Gegensatz zur Wirkung der Narkotica, 
die das Cystin von allen Bezirken der Oberflache in gleichem MaBe 
verdrangen. 


Bemerkungen zu den vorhergehenden Abschnitten. 


1. Wisserige Lésungen von Aminosdéuren werden durch Zusatz 
von Eisensalz gegeniiber Luftsauerstoff nicht reaktionsfahig. Eisen- 
salz in Lésung beschleunigt im allgemeinen nur die Oxydation an sich 
unbestandiger Stoffe, wie der Thiophenole, der Dioxymaleinsaure. 

Nach dem vorhergehenden wird Eisensalz durch Adsorption an Kohle 
nicht geeigneter zur Sauerstoffiibertragung, sondern gewinnt seine be- 
sonderen Eigenschaften erst dann, wenn es selbst ein Bestandteil des 
Adsorbens geworden ist. In welcher Form es sich hier betatigt, ist eine 
wichtige, jedoch noch ungeklarte Frage. 

2. Entstainde an der Kohle aus Blausdure und Eisen eine feste chemische 
Verbindung, etwa Ferrocyankalium, so wiirde Blauséure auf zweierlei Art 
von Kohle gebunden, namlich als Ferrocyankalium und durch Adsorption. 


Ed 
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In diesem Fall miiBten bei niedrigen Blausiurekonzentrationen Abweichun- 
gen von dem Adsorptionsgesetz auftreten, die jedoch nicht beobachtet 
werden!). Wir fassen deshalb die Bindung der Blauséure an alle, auch 
an die schwermetallhaltigen Bezirke der Kohleoberfliche, als Adsorp- 
tion auf. 

Auch in lebenden Zellen diirften schwerlich feste Verbindungen vom 
Typus des Ferrocyankaliums entstehen, da sich die Blausiure schnell und 
vollstandig aus Zellen auswaschen JaBt, da ferner bei der sauern Reaktion 
vieler Zellen die Bedingungen zur Bildung von Ferrocyankalium nicht 
gegeben sind. 

3. Im allgemeinen tritt eine Hemmung der Zellatmung bei Blausiure- 
konzentrationen von */,999 Molen pro Liter auf, so in Bakterien, tierischen 
Eiern, Spermatozoen, Blutzellen, Leberzellen, Ganglienzellen. Doch kennen 
wir einen Organismus — die Griinalge Chlorella vulgaris —, dessen At- 
mung erst durch eine ®/,9-Blausiurelésung merklich gehemmt wird. Még- 
licherweise ist hier die Verwandtschaft zwischen Blausaure und Eisen nicht 
gréBer, als die Vérwandtschaft zwischen dem verbrennenden Stoff und 
Eisen, so daB in der Konkurrenz um die Oxydationsorte Blausiure erst 
bei hohen Konzentrationen im Vorteil ist. 

4. Nach einer Becbachtung von Mathews und Walker (Journ. of 
Biolog. Chem. 6, 29. 1909) wird die Oxydation von Cystein zu Cystin in 
waisseriger Lésung durch kleine Mengen Cyanid gehemmt; sie wird, 
wie seit Baumann bekannt ist, durch Eisensalz erheblich beschleunigt. 

Bei der Darstellung des Cysteins (Reduktion von Cystin mit Zinn 
und Salzsiure) ist eine Verunreinigung mit Eisen schwer zu vermeiden; 
es ist uns nicht gelungen, eisenfreie Cysteinpriparate zu gewinnen. Wir 
nehmen deshalb zunichst an, daB auch in diesem Fall die Blausaure- 
wirkung auf der Bindung des Eisens oder eines anderen Schwermetalls 
beruht. 


Ill. Ergebnisse. 
Wir stellen schlieBlich die wesentlichsten Ergebnisse der Zell- 
versuche und der Modellversuche zusammen: 


Zellversuche : 


1. Die Atmung ist an die festen Zellbestandteile gebunden. 

2. Wie Kohle adsorbieren die festen Zellbestandteile geliste 
Stoffe aus wisserigen Liésungen. 

3. Narkotica beeinflussen die Atmung durch physikalische 
Zustandsinderung der Oberflichen. 

4. Die Atmung ist eine Eisenkatalyse. 

5. Blausiure hemmt die Atmung, indem sie das Eisen in 
eine zur Sauerstoffiibertragung unfaihige Form iiberfihrt. 


*) Experimenteller Teil dieser Abhandlung. 
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Modellversuche: 


1. Brennstoffe der Zelle, Aminosiuren, werden durch Ad- 
sorption an Blutkohle in gleichem MaBe gegeniiber Sauerstoff 
unbestindig, wie in lebenden Zellen, und verbrennen an der 
Kohleoberfliche zu denselben Endprodukten wie in lebenden 
Zellen. 

2. Die Verbrennung der Aminosduren an Kohle wird durch 
Narkotica in gleicher Weise wie die Zellatmung beeinfluBt, durch 
physikalische Zustandsinderung der Oberflachen. 

Diese Zustandsinderung besteht in einer Bedeckung und 
dadurch bedingten Verkleinerung der wirksamen Oberflichen. 

3. Blausiure hemmt die Verbrennung an Kohle durch Bin- 
dung eines in kleiner Menge vorhandenen Bestandteils, wahr- 
scheinlich des Eisens der Blutkohle. 


Theorie der Zellatmung. 


Es sind 2 Mittel, deren sich die Zelle bedient, um die Reaktions- 
widerstande an den Verbrennungsorten zu verkleinern: der 
Adsorption und der Schwermetalle. 

Die Zellatmung ist ein capillarchemischer Vorgang, der an 
den eisenhaltigen Oberflichen der festen Zellbestandteile ablauft. 
Durch Adsorption an diesen Oberflachen werden die trigen orga- 
nischen Verbindungen aus dem gleichen Grunde gegeniiber Sauer- 
stoff reaktionsfahig, wie die Aminosiuren an der Oberfliche der 
Blutkohle. Die Zellatmung ist damit zwar nicht physikalisch 
_ erklart, jedoch zuriickgefiihrt auf Phinomene der unbelebten 
Welt. 

Narkotica hemmen die Zellatmung, indem sie — selbst an 
den Oberflachen nicht oxydabel — die Oberflichen bedecken und 
dadurch die Brennstoffe verdringen. Gleiche Wirkung durch 
verschiedene Narkotica tritt immer dann ein, wenn der gleiche 
Bruchteil der wirksamen Oberflichen mit Narkoticum bedeckt 
ist. Auch fiir die Zellatmung gilt die Bedingung gleicher Wirkung: 


Zahl der adsorbierten Molekiile < der von einem Molekiil bean- 
spruchten Fliche = K, 


eine Beziehung, aus der die Wirkungsstarken fiir beliebige Nar- 
kotica berechnet werden kénnen, wenn K, die Adsorptionskon- 
stanten und die Molekularvolumina gegeben sind. 
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Bemerkung zu vorstehender Theorie. 


Verbrennt eine Aminosiiure an der Kohleoberfliche, so geht die 
gesamte freie Energie der Verbrennung verloren. Verbrennt eine Amino- 
siure an den Oberflachen der lebenden Zelle, so erscheint die -freie Energie 
der Verbrennung zum Teil als Arbeit, beispielsweise als mechanische Arbeit. 
In bezug auf den Energieumsatz unterscheidet sich also das Kohlemodell 
von seinem Vorbild. 

Doch ist anzunehmen, daf die Auffassung der Atmung als Oberflichen- 
reaktion den Weg zeigen wird, auf dem die Energieumwandlung in der 
lebenden Zelle erfolgt. Bringt man einen Quecksilbertropfen in Chrom- 
siurelésung'), so ist die Oxydation bei geeigneter Versuchsanordnung mit 
einer lebhaften Bewegung des Metalls verbunden; hier wird die freie 
Energie der Oxydation zum Teil als mechanische Arbeit gewonnen, indem 
die Krafte der Oberflichenspannung Arbeit leisten. Vermutlich 
verwandelt die lebende Zelle auf ahnliche Weise chemische Energie der 
Atmung in Arbeit. 


IV. Experimenteller Teil. 


Versuche an dem Atmungsmodell Kohle-Aminosiure von dem Verfasser 
und E. Negelein). 


1. Adsorptionsverdrangung und Oxydationshemmung 
durch Narkotica. 


Als Adsorbens wurde Mercksche Blutkohle verwendet, fiir 
alle Versuche dasselbe Priparat, von dem eine gréBere Menge 
beschafft worden war; als Aminosiure aus Haaren hergestelltes 
Cystin, dessen spezifische Drehung — fiir die D-Linie in Normal- 
salzsiure — —216° betrug. 

Zu je 100ccm einer 0,036 proz. Cystinlésung wurden 2g 
Kohle und wechselnde Mengen verschiedener Narkotica gegeben. 
In einem Teil der so hergestellten Kohlesuspensionen wurde die 
Oxydationsgeschwindigkeit der Aminoséure gemessen, der Rest 
diente zur Adsorptionsmessung. 

Messung der Adsorption. Die Cystinlésungen wurden 
durch Kochen von 36 mg feingepulverter Aminosiéure mit 100 ccm 
Wasser bereitet, in einem Thermostaten auf 40° abgekiihlt, bei 
der gleichen Temperatur einige Minuten mit Kohle geschiittelt 
und dann filtriert. Nach Zugabe von 1/,, Volumen 11 fach n-Salz- 
siure wurde 4p fiir eine 2dm lange Schicht (Fehler 0,005°) ge- 


1) Paalzow, Poggendorffs Ann. 104, 418 (1858); Bernstein, Arch. 
f. d. ges. Physiol. 80, 628 (1900). 
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messen und der Prozentgehalt P der gepriiften Lésung nach der 


Y ] 
Forme Ca Xp + 100 


= ——],] 
[a]p +2 


berechnet. 
Aus dem Prozentgehalt P, vor Zugabe der Kohle und dem 
Prozentgehalt P, in dem Kohlefiltrat ergaben sich die pro Gramm 
Kohle absorbierten Millimole Cystin: 
(P, — P,) 1000 
2 - 240 
worin 240 das Molekulargewicht des Cystins bedeutet. Mit x im 
Gleichgewicht standen: 
10 P 
240 
Zur Messung der Ox ydationsgeschwindigkeit wurden 
10cem Kohlesuspension in ein SchiittelgefiB pipettiert, mit 
Sauerstoff von 96 Vol.-°% gesattigt und bei 40° die an Barcroft- 
schen Manometern auftretenden Druckainderungen in oft beschrie- 
bener Weise beobachtet. Der Einsatz des SchiittelgefiBes enthielt 
zur Adsorption der Kohlensiure 1ccm 5proz. Kalilauge, das 


C= * Mole Cystin pro Liter Lésung. 


Gesamtvolumen der eingefiillten Fliissigkeit betrug also 11 ccm. 
Der Gasraum bis zum Meniscus der Sperrfliissigkeit war 19 ccm. 
Aus den gegebenen Bedingungen berechnet sich die GefiBkon- 
stante!) zu 1,7; 1mm Druckabnahme zeigte einen Sauerstoff- 
verbrauch von 1,7 cmm an. 

10 ccm der Kohlesuspension enthielten 200 mg Kohle, 3,6 mg 
Cystin und wechselnde Mengen Narkoticum. In den narkoticum- 
freien Suspensionen waren nach 30 Minuten etwa 200cmm, 
nach 6 Stunden, wenn die Oxydation beendigt war, etwa 1200 cmm 
Sauerstoff verbraucht. Vernachlissigte man den Cystinverbrauch 
in der Anfangsperiode von 30 Minuten, so konnte die nach 30 Mi- 
nuten beobachtete Sauerstoffaufnahme als MaB der Oxydations- 
geschwindigkeit bei konstanter Cystinmenge betrachtet werden. 

Das Ergebnis je eines Versuchs mit Aceton, Dimethylharn- 
stoff und Amylalkohol ist in Tabelle VI zusammengestellt. Unter 
Spalte 1 sind die Gesamtmengen an Narkoticum angegeben, 
die 100 ccm der Kohlesuspension zugesetzt wurden. Nach den 
in Spalte 2 wiedergegebenen Drehungsmessungen dringen die 


1) O. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 113, 257 (1921). 
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Tabelle VI. 
Verdrangung und Oxydationshemmung durch Narcotica. 
af Spalte 1 Spalte 2 Spalte 3 Spalte 4 
iaiinnlasiedia _ Atnerptien Ges Opstine 10 cem der a 
Si, ProGramm| Kohlesuspen-| Ver- = 
£ ||0,086 pros. Drehungder| xohle | sion ver- | drim-| . 
> || Cystin- |Kohle| Narkoticum —— adsorbierte| brauchten in ay stoff- 
lésung P nan . B. vel gra’ | aufnahme 
2-dm-Rohr | ene® we 
ccm >t Cee Millimole cmm in % in % 
100 | — “ —0,145°| — - 
1 100 2 — —0,055° | 0,05 205 58 65 
100 2 |0,58gAceton| —0,105° 0,021 72 
100 | — _ —0,140° —_ —_ 
2 100 2 —- —0,050° | 0,049 221 55 66 
| 100 | 2 | 045¢ Di- | —0,100° | 0,022 75 
i methylharn- 
stoff (asym.) 
100 | — — —0,140° m _ 
3 100 2 — —0,044° 0,052 245 60 66 
100 2 0,17 gn. | —0,100° | 0,021 82 
| Amylalkohol | 


























zugesetzten Narkotica mehr als die Hialfte des adsorbierten 
Cystins in die Lésung zuriick, nach Spalte 3 hemmen sie die 
Sauerstoffaufnahme um mehr als die Halfte. In der letzten Spalte 
sind Verdringungsgrad und Oxydationshemmung einander gegen- 
tibergestellt. Die Zahlen zeigen, daB beide Werte nahe iiberein- 
stimmen, doch ist die Oxydationshemmung etwas gréBer als der 
Verdriingungsgrad. Dieser Unterschied wurde regelmaBig gefun- 
den und beruht nicht auf Versuchsfehlern. Zur Erklarung nehmen 
wir an, daB die Narkotica nicht nur die Aminosaure, sondern — 
wenn auch in geringerem MaBe — den adsorbierten Sauerstoff 
von der Kohleoberfliche verdringen. 


2. Adsorption der Narkotica. 


Bringen wir in 100 ccm einer 0,036 proz. Cystinlésung 2 g 
Kohle und bestimmen die Verteilung des Cystins, ehe merkliche 
Mengen oxydiert sind, so finden wir nach den Drehungswinkeln 
der Tabelle VI: 


Konzentration in der Lésung 
(Mole/Liter) 
0,54-10-* 


Adsorbierte Menge 
(Millimole/Gramm) 


0,05. 
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Fiigen wir so viel Narkoticum hinzu, daB die Oxydationsgeschwin- 
digkeit um etwa 66% sinkt, so ist nach den Drehungswinkeln 
der Tabelle VI die Verteilung des Cystins: 


Konzentration in der Lésung Adsorbierte Menge 
(Mole/Liter) : (Millimole/Gramm) 
1,1-10-* 0,021. 


Von 1 g Kohle sind mithin 0,029 Millimole Cystin verdringt. 
Um diesen Verdriingungsgrad zu erzielen, miissen die in 
Tabelle VII verzeichneten Mengen verschiedener Narkotica zu- 
gesetzt werden. Gepriift wurden insbesondere 4 homologe Reihen, 
Amide, Ketone, Nitrile und Harnstoffe. Je ein Glied hoher und 








Tabelle VII. 
Oxydationshemmung durch Narkotica. 
sy 100 pen ieee: 10ccm der Hemmung 
s 0,086 pros. Cystinlésung | Kohlesuspension der 
Narkoticum +2 g Kohle verbrauchen in | Sauerstoff- 
80 Min. Sauerstoff | aufnahme 
; mg | Millimole— | comm in %, 
sees eS 195 
|e ____ aera ee | 1140 | 194 70 62 
Valeramid (iso) . . . . | 156 | 15 4 7 65 
ME: an 6 bcatnte | 580 10 7 65 
; — | — 205 . 
Methylphenylketon . . | 74 | 445 71 65 
ae ye 207 
Acetonitril e+ 6.3 2. oe @ | 820 | 920 7 1 65 
| | ™ 
Valeronitril .. . . . . ens Beer i 65 
Dimethylharnstoff (asym.) te Be 221 66 
y ye) | 450 | 5,12 15 
Ditthylhamstoff (ym). | jg | ig . 64 
| 7 
Phenylhamnstoff .... | oog | 153 . 65 











niedriger Adsorptionskonstante ist in der Tabelle nebeneinander 
gestellt. Man sieht, daB von dem Glied niedriger Adsorptions- 
. konstante immer eine erheblich gréBere Menge zugesetzt werden 
muB, als von dem Glied hoher Adsorptionskonstante. 

Da kleine Cystinmengen die Adsorption der Narkotica nicht 
beeinflussen, wurde die Verteilung der Narkotica in cystinfreien 
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Kohlesuspensionen gemessen und zwar: fiir die Amide und Harn- 
stoffe durch Stickstoffbestimmungen nach Kjeldahl, fiir Aceton 
jodometrisch nach Messinger, fiir Acetonitril kryoskopisch, fiir 
Methylphenylketon und Valeronitril durch Waigung der von einem 
Traubeschen Stalagmometer abfallenden Tropfen. Die adsorbier- 
ten Mengen — auf die es vor allem ankam — konnten so (vgl. 
Tabelle VIIT) auf 5—10% genau bestimmt werden; die Konzen- 
trationen in der Lésung im allgemeinen mit derselben Genauig- 
keit, fiir Valeronitril auf etwa 20°, wahrend sich fiir Methyl- 
phenylketon nur eine obere Grenze der Konzentration ergab. 
Was die Molekularrefraktionen anbetrifft (Tabelle VIII), 
so wurden sie aus den von Eisenlohr') und Briih] fiir die 
D-Linie angegebenen Refraktionsiquivalenten berechnet unter 
Benutzung folgender Werte: 
fiir _Kohlenstoff 

Wasserstoff 

Carbonylsauerstoff 2,2 

prim. aliph. Amidstickstoff 2,3 

sek. aliph. Amidstickstoff 2,5 

tertiiren aliph. Amidstickstoff 

sek. Amidstickstoff mit einem Phenylrest 3,6 

aliph. Nitrilstickstoff 

doppelte Bindung 


3. Adsorptionsverdrangung und Oxydationshemmung 
durch Blausaure. 

Verdrangung des Cystins. Blausiure, deren Gehalt 
titrimetrisch bestimmt war, wurde zu cystinhaltigen Kohle- 
suspensionen zugesetzt; nach kurzem Schiitteln wurde filtriert 
und die adsorbierte Cystinmenge polarimetrisch ermittelt. Hierbei 
waren die Mengenverhiltnisse an Cystinlésung, Wasser und Kohle 
etwa dieselben, wie bei den Narkoticaversuchen, nimlich 100 cem 
Wasser, 34 mg Cystin und 200 mg Kohle. 

In Tabelle IX ist eine Versuchsreihe mit wechselnden Blau- 
siuremengen zusammengestellt. Ein Zusatz von 254 mg = 9,4 
Millimolen Blausiure bewirkt eine eben meBbare Verdriingung, 
ein Zusatz von 2540 mg = 94 Millimolen Blausiure bewirkt eine 
Adsorptionsverdringung von etwa 50%. Blausdure ist also 
weniger wirksam als unser schwichstes Narkoticum, Acetamid. 


1) Vgl. Eisenlohr in Landolt-Bérnstein; Berlin 1912, S. 1039 u. 1040. 
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Tabelle IX. 
Adsorptionsverdriangung durch Blausaure. 
System Drehung der | Verteilung des Cystins Vv 
0,084 proz. | © me pw iad C drin- 
: Cystin- | 2 gre - €- | Prog Kohle- Mole Cystin| &#88- 
ldeung ig Blausdure o reat —o mae Steer. grad 
com g aD Cystin lésung "le 
100 os os —0,135° —— -— _ 
100 2 — —0,045° 0,0475 |0,48-10-*} — 
100 2 2540 mg —0,087° 0,0255 |0,93-10-*| 46 
= 94 Millimole 
100 2 1270 mg —0,065° 0,0370 |0,69-10-*} 22 
= 47 Millimole 
100 2 635 mg —0,058° 0,0408 |0,62-10-*} 14 
= 23,5 Millimole 
100 2 254 mg —0,048° 0,0463 | 0,51-10-* 3 
| | =9/4 Millimole 

















Oxydationshemmung durch Blausaiure. Gibt man 
zu derselben Mischung von Wasser, Cystin und Kohle 1,5 mg 
= 0,055 Millimole Blausiure, so wird die Oxydationsgeschwindig- 
keit des Cystins fiir die ersten 30 Minuten um etwa 60% gehemmt; 
im Laufe der Zeit nimmt die Hemmung ab, weil Blausiure selbst 
an der Kohleoberflache 
oxydiert wird. Der Ver- 
laufeinesderartigen Ver- 
suchs ist in Tabelle X 
zahlenmafig, in Abb. 1 
graphisch wiedergege- 
ben. Die Gesamtkon- 
zentration an Blausaure 
war hierbei 0,55- 10-° 
pro Liter Kohlesuspen- 
sion und bewirkte eine 

Oxydationshemmung 
von 60%, wihrend nach dem vorhergehenden die 2000fache 
Gesamtkonzentration an Blauséure zur Erzielung eines Ver- 
drangungsgrades von 50% nétig ist. Blausiure hemmt also die 
Cystinoxydation nicht durch Verdringung. 





Abb. 1. 


4. Die Adsorption der Blausaure. 
wurde durch Titration der Kohlefiltrate mit Silbernitrat bestimmt, 
und zwar fiir konzentriertere Lésungen mit "/,,-AgNO, nach 
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Tabelle X. 


Oxydationshemmung durch Blausaure. 


I. 100 ccm Wasser, 2 g Kohle, 36 mg = 0,15 Millimole Cystin. 

II. 100 ccm Wasser, 2 g Kohle, 15 mg = 0,055 Millimole 
Blausaure. 

III. 100 com Wasser, 2 g Kohle, 36 mg= 0,15 Millimole Cystin, 
1,5 mg = 0,055 Millimole Blausaure. 


40° Sauerstoffdruck 700 mm Hg. 

- laa com ay | Cystinoxydstion 
00 com IEE nach Abzug der 
Selbstoxydation 
der Blausdure 








10 ccm L. _| 10 cem HI. 
Cystin Blausdure | Cystin- | 
allein allein Blausdure 
(a) Ver- (d) Ver- | (c) Ver- 

brauchter | brauchter | brauchter 

Sauerstoff | Sauerstoff | Sauerstoff 

Minuten cmm si 


c—b 


10 53 2 18 
20 125 2 f 42 
30 200 } | 71 
49 332 ; 141 
70 448 256 | 230 
90 540 312 
110 628 j 377 
150 750 487 
190 836 559 
230 900 } 613 
280 967 F : 666 
330 1012 : 708 
395 1066 
oo 1170 








Tabelle XI. 
Adsorption der Blausaure. 





Verteilung 
Zhe o ae z 
HCN Titrationen | Pro Gramm 
Mole pro | Kohle ad- 


Milli- | Liter- | sorbierte 
Lésung | Millimole 





System 





93 | 5 com=23,3 "/-AgNO, | 880-10-*| 2,6 
5 ” 22 , "/yo- AZNO3 | 








110 | 20 , =10,0 "f-AgNO,| 89-10-*, 0, 
j | 20 = "/yp-AgNO; 

| 100 , = 4,3 "4y-AgNO,| 7-10-? 

| 100 | = 3.5 /so9-AgNOs 








| 100 | 0,058) 100 0,38 - 10-4) 
| 2 1100 , = 1,9 %rAgNOs | 
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Liebig, fir verdiinnte Lésungen mit "/,9)-AgNO, nach Deniges?). 
Nach der letzteren Methode ist der Umschlag hinreichend scharf, 
wenn man vor Beginn der Titration zu 100 ccm Blausdurelésung 
2cem 33proz. Jodkaliléisung und 2ccm 25proz. Ammoniak- 
fliissigkeit zusetzt. Um Verluste durch Verdunsten der Blausiure 
zu vermeiden, wurden die konzentrierteren Lésungen auf be- 
deckten Trichtern filtriert. 

Das Resultat einer Versuchsreihe ist in Tabelle XI wieder- 
gegeben. Wie man sieht, wird Blausiure, im Vergleich zu den 
narkotischen Substanzen, nur schwach adsorbiert, etwa so wie 
die Anfangsglieder unserer homologen Reihen (vgl. Tabelle VIII). 


5. Vergleich von Blutkohle und Benzoesaurekohle. 


Herstellung der Benzoesiurekohle. 40 g Benzoesiure 
wurden mit 12 g Kaliumcarbonat gemischt und in einem Porzellan- 
tiegel langsam verkohlt. Dann wurde bei bedecktem Tiegel 
15 Minuten vor dem Geblise auf Rotglut erhitzt, nach dem Er- 
kalten fein gepulvert, 2mal mit eisenfreier Salzsiure heiB extra- 
hiert, mit heiBem Wasser bis zum Verschwinden der Chlorreaktion 
gewaschen, getrocknet und schlieBlich 1 Minute im offenen 
Porzellantiegel gegliiht. Ausbeute 3g. 

Um die Waschfliissigkeiten méglichst eisenfrei zu halten, 
geschah die Extraktion in PorzellangefiBen, die Trennung von 
den Extraktionsfliissigkeiten nicht durch Filtrieren, sondern 
durch Dekantieren. Die geringen Eisenmengen, die sich trotz 
dieser VorsichtsmaBregeln stets in den Praparaten fanden, stam- 
men aus dem Kaliumcarbonat. 

Bei der Elementaranalyse wurde erhalten: Aus 0,276 g Kohle 
kein Stickstoff; aus 0,1589 g Kohle 0,0082 g Wasser und 0,5565 g 
Kohlensiure. Daraus berechnet sich die Zusammensetzung: 
96% C, 0,6% H und 3,4% 0. 

Zur Bestimmung des Eisens wurden 0,5—1 g Kohle im 
Porzellantiegel bis zum Verschwinden der Kohle gegliiht, mit 
eisenfreier Salzsiure und einem Ké6rnchen Kaliumchlorat zur 
Trockne verdampft und mit Salzsiure und Wasser auf 10 ccm 
gebracht. 1 ccm dieser Lésung?) wurde mit 1 ccm 10 proz. Kalium- 


1) Classen, Theorie und Praxis der MaBanalyse, S. 655. Leipzig 1912. 
2) Methode von Lachs und Friedenthal, diese Zeitschr. 32, 130. 
1911. 
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rhodanidlésung, 1 ccm 6fach n-Salzsiure und 1 ccm Ather ver- 
mischt und die im Ather auftretende Rotfarbung mit einer Serie 
von Farbungen verglichen, die mittels einer Eisenchloridlésung 
von bekanntem Gehalt in sonst gleicher Weise erzeugt worden 
waren. In lccm der Aschenlésung wurden hierbei einige 1/199, 
bis 4/19 Milligramme Eisen gefunden. Ein blinder Versuch, in 
dem die gleichen Mengen an Wasser, Salzsiiure und Kaliumchlorat 
im Porzellantiegel eingedampft und dann auf 5ccm aufgefiillt 
waren, ergab pro Kubikzentimeter weniger als "/,99. mg Eisen. 
Die fiir unsere Blutkohle und 2 Benzoesdurekohlen erhaltenen 

Werte sind folgende: 
mg Fe _  Milliontel Mole Fe 


1 g Blutkohle enthielt ......... 0,26 4,6 
1,, Benzoesiurekohle enthielt ..... 0,01 0,18 
1,, Benzoesiurekoble enthielt. ..... 0,015 0,27 


Zur Bestimmung des Kupfers wurden 10g Blutkohle 
im Porzellantiegel verascht, 2mal mit 10proz. heiSer Salzsiure 
extrahiert und das Filtrat hei8 mit Schwefelwasserstoff gesattigt. 
Der schwarze Niederschlag wurde auf der Zentrifuge mit H,S- 
haltiger Salzsiure gewaschen, das Sediment mit einigen Tropfen 
Salpetersiure eingedampft, in verdiinnter Salpetersiure auf- 
genommen, filtriert und auf 5ccm aufgefiillt. Die Fiiissigkeit 
farbte sich mit tiberschiissigem Ammoniak blau und gab mit 
Ferrocyankalium einen braunen Niederschlag. Zur Bestimmung 
wurden 0,2 ccm der Fliissigkeit auf 10 ccm aufgefiillt und 0,1 com 
einer 1 proz. Ferrocyankaliumlésung zugefiigt. Die hierbei auf- 
tretende Braunfirbung wurde mit einer Serie von Farbungen 
verglichen, die mittels einer Kupfersulfatlésung von bekanntem 
Gehalt in sonst gleicher Weise erzeugt worden waren. Es wurden 
so in einem Gramm Blutkohle 1,68 mg = 2,65 Milliontel Mole Cu 
gefunden. 

Adsorptionsvermégen der beiden Kohlen. Je lg 
bei 120° getrockneter Kohle wurde mit 100ccm Lésung einige 
Minuten geschiittelt und der Gehalt der verschiedenen Stoffe 
in der Lésung vor und nach dem Schiitteln mittels folgender 
Methoden bestimmt: Aceton jodometrisch nach Messinger, 
Bernsteinsiure acidimetrisch, Amylalkohol durch Wagung des 
von einem Traubeschen Stalagmometer abfallenden Tropfens, 
Cystin polarimetrisch. Die Resultate sind in Tabelle XII zu- 


11* 
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sammengestellt. Wie man sieht, wird Aceton von der Benzoe- 
saurekohle, Cystin von der Blutkohle besser adsorbiert, wih- 
rend das Adsorptionsvermégen beider Kohlen gegeniiber Bern- 
steinsiure und Amylalkohol etwa das gleiche ist. 

Ganz anders fallt der Vergleich gegeniiber Methylenblau- 
lésungen aus. Schiittelt man 0,5 g Blutkohle mit 100 ccm einer 
0,15 proz. Methylenblaulésung, so ist nach 20 Minuten fast der 
gesamte Farbstoff adsorbiert. Wiederholt man den Versuch mit 
Behzoesiurekohle, so findet man nach der gleichen Zeit fast den 
gesamten Farbstoff in Lésung. Das Adsorptionsvermégen der 
Blutkohle gegeniiber Methylenblau ist von einer anderen GréBen- 
ordnung, als das der Benzoesiurekohle. 

Sauerstoffiibertragung durch beide Kohlen. Wih- 
rend in Wasser suspendierte Mercksche Blutkohle keinen Sauer- 
stoff aufnimmt, verbrauchen Benzoesiurekohlen unter den gleichen 
Bedingungen stets Sauerstoff. Diese ,,Selbstoxydation’ wurde 
bei jedem Cystinversuch mitbestimmt und von dem fiir Cystin 


Tabelle XIII. 
Sauerstoffiibertragung durch Blutkohle und Benzoesaurekohle. 




















19 cem der Eisen- 
System Kohle- payne gehalt 
suspension liber. pro g 
Versuch | Kohlepraparat ————_—______— jverbrauchen| tengener Kohle 
Wasser |Cystin | Kohle ree = Agas oe Sauerstoff cane 
i ecm | mg | g gegliht emm emm Mole 
1 |  Blutkohle 100 | 36 1 — 140 140 | 46 
2 | Benzoesturekohle 100 | — I 30 40 2 
4 100 | 36 1 _- 7 f = 
3 | f 100 | — 1 {20-10-* Mole 51 l 
Risen | Benzoesdurekohle FeCl; 104 |20 
i | 100 | 36 | 1 |20-10-*Mole} 155 If 
| FeCls 
4 | f 100 | — | 1 /|20-10-* Mole 66 i 
Man- | Benzoesiurekohle | | MnCl, 95 — 
gan | } 100 | 36°} 1 |20-10-*Mole] 161 If 
MnCl, 
et fj 100 | — | 1 |20-10-*Mole] 56 jj 
Cer ' Benzoesiurekohle CeCl, 78 - 
| \| 100 | 36 | 1 |20-10-*Mole| 134 |f 
| | | | Cel, 
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erhaltenen Wert in Abzug gebracht. Aus Versuch 1 und 2 der 
Tabelle XIII geht hervor, daB auch Benzoesiurekohle Sauerstoff 
auf Cystin iibertrigt, jedoch erheblich langsamer als Blutkohle. 
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Trankt man die Benzoesiurekohle mit Metallsalzen und 
erhitzt eine Minute im offenen Porzellantiegel zur Rotglut, so 
erhalt man Praparate, die zwar nicht merklich starker adsorbieren, 
jedoch das adsorbierte Cystin mit gréBerer Geschwindigkeit 
oxydieren (Versuche 2, 3 und 4 der Tabelle XIII). Von vielen 
Metallsalzen, die gepriift wurden, erwies sich am wirksamsten 
Eisen, wihrend Kupfer in keinem Fall einen Einflu8 auf die 
Sauerstoffiibertragung ausiibte. In der letzten Spalte der Ta- 
belle XIII sind die Eisengehalte der verschiedenen Kohlen ver- 
zeichnet. Ein Vergleich mit den Oxydationsgeschwindigkeiten 
(vorletzte Spalte) lehrt, daB diese durchaus nicht im Verhiltnis 
der Eisenmengen stehen. 


Tabelle XIV. 
Einflu8 adsorbierter Metallsalze auf die Cystinoxydation. 

















System 10 com Kohlesuspen- 
sion verbrauchen in 
0,086 proz. Metallsalz der 
Cystinideung Blutkohle| x ohiesuspension | 90 Min. Sauerstoff 
com g zugesetzt cmm 
100 1 = 132 
100 Se 40 - 10-* Mole 117 
MnCl, 
100 1 40 - 10-* Mole 89 
FeCl, 
100 l 40 - 10-*® Mole 42 
CuCl, 








Tabelle XIV gibt eine Versuchsreihe wieder, in der sich an 
der Kohleoberfliche neben Cystin verschiedene, aus wisseriger 
Lésung adsorbierte Metallsalze befanden. Wie man sieht, hat das 
adsorbierte Metallsalz durchweg einen hemmenden EinfluB auf 
die Sauerstoffaufnahme. 











Die wasserléslichen Farbstoffe der Schizophyceen. 
(Mit Unterstiitzung der Gesellschaft zur Férderung deutscher 
Wissenschaft, Kunst und Literatur in Béhmen). 


Von 


Karl Boresch. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der deutschen Universitat Prag.) 
(Eingegangen am 16. April 1921.) 


Mit 34 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


K ylin (I, IL) wies fiir eine gréSere Zahl von Rhodophyceen 
nach, daB sie neben dem Phykoerythrin auch einen blauen Farb- 
stoff, das Phykocyan, enthalten, welches sogar in einzelnen 
Formen ganz an die Stelle des den Florideen gewéhnlich zu- 
gesprochenen roten Farbstoffes treten kann. GewissermaSen 
ein Gegenstiick hierzu bildet die vorliegende Arbeit, in welcher 
gezeigt werden soll, daB es auBer den nur Phykocyan enthaltenden 
Schizophyceen nicht wenige Arten dieser Algenklasse gibt, welche 
auBer dem blauen Phykocyan einen roten Farbstoff fiihren, 
welcher zufolge seiner Eigenschaften gleichfalls als Phykoerythrin 
bezeichnet werden muB, und daB es auch hier an Vertretern des 
anderen Extrems, an ausgesprochenen ,, Phykoerythrinalgen“ nicht 
fehlt. Diese Untersuchung ging aus dem Bediirfnis hervor, mir 
fiir das Studium des Gaidukovschen Phinomens der komple- 
mentaren, chromatischen Adaptation, an welcher ja gerade die 
wasserlislichen Schizophyceenpigmente hauptsichlich beteiligt 
sind, gesicherte Grundlagen zu schaffen. Die Beobachtungen 
iiber die Farbstoffe des Phormidium Retzii (Ag.) Gom. var. 
nigro-violacea Wille, deren Studium den Ausgangspunkt fiir 
die vorliegende Untersuchung bildete, sind bereits a.a. QO. (III) 
veréffentlicht worden. 
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Die ziemlich reiche, sich vielfach widersprechende Literatur iiber die 
wasserléslichen Schizophyceenfarbstoffe soll, zumal sich eine geschlossene 
Darstellung derselben bei Czapek und K ylin (I, III) findet, erst spater 
an den zugehérigen Orten und nur insoweit als nétig, abgehandelt werden. 
Viele zum Teil weit zuriickliegende Angaben erfahren durch die vorliegende 
Arbeit eine Bestitigung, Erklarung oder Berichtigung. Besonders sei hier 
hervorgehoben, daB gerade die ersten Forscher, welche sich mit diesen 
Farbstoffen befaBten, wie Kiitzing und Askenasy, die ganzen in Be- 
tracht kommenden Verhiltnisse fiir die Schizophyceen sowohl wie fiir die 
Rhodophyceen in ihren wesentlichen Ziigen richtig erkannt haben. In der 
Folge aber scheinen diese ersten richtigen Feststellungen durch andere 
in den Vordergrund des Interesses tretende Gesichtspunkte verdrangt, 
immer mehr in Vergessenheit geraten oder nicht weiter beachtet worden 
zu sein, immer hiufiger wird das Phykocyan als der fiir die Cyanophyceen, 
das Phykoerythrin als der fiir die Rhodophyceen charakteristische Farb- 
stoff angesehen. 


Die untersuchten Arten. 


Zur Identifierung der wasserléslichen Farbstoffe der Schizo- 
phyceen bediente ich mich fast ausschlieBlich der iiberaus charak- 
teristischen optischen Eigenschaften derselben, vor allem der 
genauen Ausmessung ihrer Absorptionsspektren. 

Fir solche Untersuchungen ist natiirlich die Artreinheit 
des Algenmaterials von gréBter Wichtigkeit, eine Forderung, 
welche an den in der Natur gewachsenen Schizophyceen nur selten 
erfillt ist. Ja selbst die richtige Bestimmung ihrer Lagerfarbe 
in der Natur sté6t infolge der Beimischung anders gefairbter 
Organismen, wie Griinalgen und Diatomeen, auf Schwierigkeiten. 
Die Einheitlichkeit eines wisserigen Auszuges wiirde zwar durch 
Beimengung solcher Algen, welche keine in Wasser léslichen 
Farbstoffe besitzen, nicht gestért werden, wohl aber sind den aus 
der Natur eingebrachten Schizophyceen fast stets andere Arten 
dieser Algenfamilie in mehr oder minder reichlicher Zahl beigemischt, 
so daB sich gegen die Verwendung solcher vom natiirlichen Stand- 
ort eingebrachter Schizophyceen zum Studium der wasserléslichen 
Pigmente schwere Bedenken ergeben, zumal es fast unméglich 
ist, das ganze fiir eine solche Untersuchung verwendete Material 
auf seine Speziesreinheit zu priifen. Es wurde daher sehr viel 
Miihe auf die Herstellung artreiner Schizophyceenkulturen ver- 
wendet, also solcher, welche auBer der betreffenden Art sonst keine 
anderen gefarbten Organismen enthalten. Nur in wenigen Fillen 
verwendete ich auch von Exkursionen eingebrachtes Schizo- 
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phyceenmaterial, aber nur dann, wenn es ‘sich bei der mikro- 
skepischen Untersuchung als geniigend rein ergab; itiberdies ist 
die Herkunft des Materials im folgenden stets angegeben. 

Speziesreinkulturen der Schizophyceen wurden durch Uber- 
tragung kleiner Lagerstiicke auf Agarplatten (gewiissertes Agar-agar mit 
dem iiblichen Salzzusatz) erzielt, auf denen meist eine rasche Ausbreitung 
der iibertragenen Faden erfolgt, welche dann unter mikroskopischer Kon- 
trolle einzeln oder in geringer Zahl, jedenfalls aber artrein, auf neue Platten 
iiberimpft wurden. Gegebenenfalls wurde dieser Vorgang wiederholt. 
Die speziesreinen Schizophyceen wurden dann in Erlenmeyerkélbchen 
itiberimpft, welche 50 ccm folgender, recht brauchbarer Nahrlésung 
enthielten: 1 g KNO,, 0,2 g K,HPO,, 0,05 g MgSO,, 0,05 g CaCl,, 
0,001 g FeSO, in 1 Liter dest. Wassers. An einem Westfenster stehend, 
vor den schadigenden Wirkungen direkter Sonne geschiitzt, bildeten 
sie in einigen Wochen Rasen, deren “Gréfe fiir die Farbstoffunter- 
suchung geniigte. Solche Kélbchenkulturen enthielten auBer der be- 
treffenden Schizophyceenart in den meisten Fallen nur noch Bakterien, 
welche aber der schleimigen Oberfliche dieser Algen fest anhaftend, nicht 
entfernt werden konnten, manchmal auch andere ungefirbte Organismen, 
wie Amében, Flagellaten und Fadenpilze, deren Gegenwart aber fiir die 
Farbstoffuntersuchung belanglos ist. 

Die meisten der zur Untersuchung herangezogenen Algen 
stammen aus Prag und seiner nichsten Umgebung, ein Teil auch 
aus Hirschberg i. B., wo mir Kollege Privatdozent Dr. V. Lang- 
hans zu diesem Zwecke einen Arbeitsplatz an der biologischen 
Station in dankenswerter Weise zur Verfiigung stellte. 

Die bekanntlich nicht leichte Diagnose der meisten hier 
angefiihrten Schizophyceen verdanke ich der Giite Prof. Dr. 
N. Willes, welcher viel Zeit und Miihe darauf verwendete. Die 
heutige Systematik der Schizophyceen legt nur wenig Gewicht 
auf die Farbe der Spaltalgen. So kommt es, daB einzelne meiner 
Schizophyceen mit dem gleichen Namen belegt wurden, welche 
von mir auf Grund z. T. jahrelanger Beobachtung in Kultur als 
differente Arten oder vielleicht Rassen infolge ihrer abweichenden 
Farbung angesehen wurden. Ich kann mich nicht des Eindrucks 
erwehren, daB die heute zur systematischen Einteilung der Spalt- 
algen herangezogenen Artcharaktere eine noch allzuweite Fassung 
des Artbegriffes bedingen, und daB es durch Beriicksichtigung 
der Farbe wenigstens bei einzelnen heute als Arten angesehenen 
Schizophyceen gelingen kénnte, dieselben noch weiter aufzuspal- 
ten. Auch Prof. Wille halt es, wie ich einer brieflichen Mit- 
teilung desselben verdanke, nicht fiir unméglich, da8 in Zukunft 
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aus der fiir das System der Spaltalgen heute noch wenig verwend- 
baren Farbe ein gutes Artmerkmal gemacht werden kénnte. Ich 
mdéchte daher im folgenden dort, wo ich auf Grund langer Beobach- 
tung die begriindete Vermutung hege, daB zumindest verschiedene 
Rassen heute giltiger Arten vorliegen, dies dadurch zum Aus- 
druck bringen, daB ich an den Speziesnamen einen von mir ge- 
wahlten, die Farbe andeutenden Varietaétsnamen anschlieBe; nur 
bei Phormidium Retzii (Ag.) Gom. var. nigro-violacea stammt 
die neue Varietitsbezeichnung von Wille. 

Folgende Arten wurden auf ihre wasserléslichen Farbstoffe 
untersucht: 

Lyngbya aerugineo-caerulea (Kg.) Gom. 

Phormidium luridum (Kg.) Gom. var. violacea, 

Phormidium luridum (Kg.) Gom. var. fusca, 

Phormidium laminosum Gom. var. aeruginea, 

Phormidium laminosum Gom. var. olivaceo-fusca, 

Phormidium Corium Gom., 

Phormidium Retzii (Ag.) Gom. var. aeruginea, 

Phormidium Retzii (Ag.) Gom. var. nigro-violacea Wille, 

Phormidium favosum (Bory) Gom., 

Phormidium subfuscum Kg., 

Phormidium autumnale (Ag.) Schmidt var. aeruginea, 

Phormidium autumnale (Ag.) Schmidt var. olivacea, 

Oscillatoria limosa Ag., 

Oscillatoria tenuis Ag., 

Oscillatoria amoena (Kg.) Gom., 

Oscillatoria formosa Bory, 

Oscillatoria Okeni Ag., 

Nostoc spec., 

Anabaena spec., 

Microchaete tenera Thur. (?), 

Microchaete calotrichoides Hansg. ( ?), 

Porphyridium cruentum Naeg. 


Methodisches. 


Die zur Untersuchung gelangenden Schizophyceen wurden nach 
Abpressen des Wassers zwischen Filtrierpapier im Thermostaten bei 40 bis 
50° C getrocknet, sodann mit Quarzsand feinst zerrieben und mit méglichst 
wenig Wasser durch mindestens 12 Stunden unter Toluolzusatz extrahiert. 
In einigen Fallen wurde vorher auch das Trockengewicht bestimmt und 
meistens pro 0,1 g Trockensubstanz 10ccm Wasser zur Extraktion ver- 
wendet. Der Farbstoff geht rasch in Lésung. Das Extrakt wurde sodann 
in der Regel 1 mal filtriert und hierauf sein Absorptionsspektrum unter- 
sucht, Manchmal wurde auch die Farbstofflisung zwecks Reinigung mit 
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Ammoniumsulfat umgefallt, doch erwies sich diese Manipulation bei den 
aus Kulturen stammenden Algen fiir die Untersuchung des Absorptions- 
vermégens der Extrakte als iiberfliissig. 

Fiir die erste rasohe Orientierung wurde das Zeisssche Vergleichs- 
spektroskop verwendet. Fiir eine exakte Beschreibung der Absorptions- 
verhaltnisse reicht aber dieses, sonst sehr handliche Instrument nicht aus, 
weil es der sehr schwankenden, rein subjektiven Beurteilung der Absorptions- 
binder den weitesten Spielraum la8t, und auch durch Verwendung ver- 
schiedener Lichtquellen Tauschungen hervorgerufen werden kénnen. Auch 
die Darstellung der Absorptionsspektren auf photographischem Wege ist 
nicht fehlerfrei. 

Zur genauen Ermittlung des Absorptionsvermégens der wisserigen 
Algenausziige diente daher die Messung der relativen Extinktionskoeffi- 
zienten mit Hilfe eines Kénig-Martensschen Spektralphotometers der 
Firma Schmidt & Haensch. Die zu untersuchende Farbstofflésung, 
von welcher nur wenige Kubikzentimeter erforderlich sind, gelangt in den 
parallelwandigen, mit einem Schulzschen Glaskérper versehenen Absorptions- 
trog. Der Extinktionskoeffizient ist 
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einer ganzen Umdrehung des Analysators gemachten 4 Winkelablesungen, 
bei denen die beiden Hilften des Gesichtsfeldes gleich hell erscheinen. 
Somit ergibt sich: 
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Durch Drehung des Beobachtungsrohres des Instrumentes um eine 
horizontale Achse mittels einer entlang einer Skala drehbaren Mikrometer- 
schraube kénnen die einzelnen Spektralbezirke im Gesichtsfeld eingestellt 
werden. In den im Anhang in Tabellenform wiedergegebenen Messungen 
stehen in der ersten Kolumne die den Teilstrichen der Skala entsprechenden 
mittleren Wellenlingen. Die hierzu erforderliche Eichung der Skala des 
Instrumentes verdanke ich meinem Kollegen, Priv.-Dozenten Dr. R. Fiirth 
welcher fiir folgende Skalenteile die zugehérige Wellenlange aus der Be- 
obachtung von Spektrallinien ermittelt hat. 

















Skalentell | 87 36 | % 34|33/62| st (90/9 2 27 Bw | % 
Wellenlange in wy | 655 | 622 | 598,5 | 569/548 530) 514,5 | 501 | 480 478 | 468 | 458,56 449,5 
Die tibrigen Werte sind interpoliert. Die in Klammer gesetzten Werte 
der Wellenlangenbezirke am roten Ende des Spektrums sind extrapoliert 
und haben daher geringe Genauigkeit. Die eingetragenen Wellenlingen 
stellen den mittleren Wert des jeweils eingestellten Spektralbezirkes dar; 
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seine Breite betrug fiir die D-Linie 0,1 Teilstrich der Skala. Gemessen wurde 
mit méglichst engem Bilateral- und Okularspalt im Dunkelzimmer. Als 
Lichtquelle diente eine Bogenlampe, deren seitlich austretendes Licht durch 
Schirme vom Auge des Beobachters abgehalten wurde. Fiir die Einstellung 
auf gleiche Helligkeit der beiden Gesichtsfeldhalften ist gemaiB den Eigen- 
schaften des menschlichen Auges das griingelbe Gesichtsfeld am geeignetsten, 
das blaue und violette am ungiinstigsten (Weigert). Mit zunehmender 
Ubung erreichte ich schlieBlich eine Genauigkeit von 5 Min. im Griingelb. 
Die Messung der Extinktion der Schizophyceenfarbstoffe im auBersten Rot 
und im Blau-Violett jenseits der Frauenhoferschen Linie F durften ent- 
fallen, weil sie als Minima der Absorption nichts Besonderes bieten. Die 
Zahl der gemessenen Punkte muBte mit Riicksicht auf die vielen Unter- 
suchungen etwas eingeschrinkt werden, doch wurde dafiir ihre Lage so 
gewahlt, daB die wichtigen Stellen des Spektrums mit méglichst engen 
Intervallen durchmessen wurden. Aus demselben Grunde muBte auch 
darauf verzichtet werden, die Genauigkeit der Extinktionskoeffizienten 
durch Wiederholung der Messung zu erhéhen. Bei groBer Verdiinnung der 
Farbstoffausziige leidet gleichfalls die Genauigkeit der Einstellung auf 
gleiche Helligkeit. Aus den 4 Winkelablesungen bei einer ganzen Umdrehung 
des Analysators, bei welchen sich gleiche Helligkeit der beiden Hialften 
des Gesichtsfeldes ergibt (¢,, 92, %3»%4) wird der in der nachsten und vor- 
letzten Kolumne der Tabellen stehende Wert q nach folgender Formel 
berechnet: 
y = 990 4 [+ %) - (Ya + Va) 

In der letzten Kolumne sind die Werte fiir « = —logtg ¢, die rela- 
tiven Extinktionskoeffizienten verzeichnet. Diese letzten Werte stellen 
die Ordinaten in den abgebildeten Kurven dar, welche jedoch nur hinsicht- 
lich ihrer die Wellenlangenskala') reprisentierenden Abscissen im gleichen 
Ma8stab ausgefiihrt sind; als Ordinaten wurden nur bei mittelgroBen ¢ -Wer- 
ten dieselben unverindert eingetragen, bei sehr hohen ¢ -Werten wurden der 
Raumersparnis halber die halben, bei niedrigen «-Werten die doppelten 
Werte als Ordinaten aufgetragen. Dies ist auch bei den einzelnen Kurven 
durch den Vermerk (1), (1/,) oder (2) ersichtlich gemacht. 

Spektrophotometrische Messungen gestatten, sofern es sich um ein 
und denselben Farbstoff handelt, auch einen Riickschlu8 auf die Konzen- 
tration der Farbstofflésung. Denn nach dem Satze von Beer ist der Ex- 
tinktionskoeffizient proportional der Konzentration. Besonders empfiechlt 
es sich fiir diesen Zweck, in das fiir die Kurvendarstellung bestimmte 
Koordinatensystem als Ordinaten nicht die Extinktion, sondern den Loga- 
rithmus ihres Zahlenwertes einzutragen. Die Gestalt dieser ,,typischen 
Farbkurven“ (Weigert) ist von der Konzentration des Farbstoffes unab- 
hangig; die den verschiedenen Konzentrationen entsprechenden Kurven 





1) Der Wellenlingenskala liegt ein Prismenspektrum zugrunde, um 
den Vergleich mit den im gleichen MaBSstab gezeichneten Kurven anderer 
Autoren zu erleichtern. 
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weisen nur eine Parallelverschiebung langs der Ordinate auf. Doch gelang 
diese Art ,,graphischer Colorimetrie“ nicht mit meinen Kurven, weil be- 
sonders ihre Enden keine strenge Proportionalitaét zur Konzentration 
besitzen, sei es, daB die Messung an Orten sebr geringer Extinktion schon 
ungenau ist oder durch die Temperaturerhéhung der absorbierenden Fiiissig- 
keit beeinfluBt wird, sei es, daB unbekannte, etwa in der Natur der Lésungen 
gegebene Ursachen mit hineinspielen. 


Phykocyan und Phykoerythrin in Schizophyceen. 


Die Namen Phykocyan und Phykoerythrin gehen bis auf 
K iitzing (I) zuriick. Er unterschied das blaue Phykocyan, dessen 
lebhaft rote Fluorescenz schon Nees im Jahre 1835 an dem 
, Saprocyanin™ faulender Oscillarien aufgefallen war, von dem 
roten Phykoerythrin, dessen orangefarbene Fluorescenz schon 
Stokes beschrieb. Diese also nornehmlich in der Farbung 
begriindete Unterscheidung der beiden Farbstoffe, deren nahe 
chemische Verwandtschaft schon den Altesten Autoren auf- 
gefallen war, verlor durch die Auffindung von roten und violetten 
Farbstoffen in Schizophyceen durch Cohn (I, Il) Askenasy, 
Kraus und Millardet und vornehmlich Molisch (III) an Pri- 
gnanz. Diese neuen Farbstoffe wurden zufolge des sich immer mehr 
einbiirgernden Sprachgebrauches dem Phykocyan zugeschlagen 
und als Phykocyanmodifikationen beschrieben. K ylin (I), dem 
wir die neueste ausfiihrliche Beschreibung der wasserléslichen Algen- 
farbstoffe, der ,,Phykochromoproteide“ verdanken, gesteht, daB 
bei dem heutigen Stand der Forschung eine sichere Unterscheidung 
der Phykocyane und Phykoerythrine nicht méglich sei. Immerhin 
hebt auch er als Unterscheidungsmerkmal die Farbe und Fluores- 
cenz hervor: Die Phykocyane sind blau mit mehrweniger carmin- 
roter Fluorescenz, die Phykoerythrine rot mit orangegelber 
Fluorescenz. Fiir die Phykocyane hilt er es fiir méglich, daB das 
zwischen den Frauenhoferschen Linien C und D auftretende 
Absorptionsband sich kiinftig als allen Phykocyanen gemeinsam 
herausstellen wird, waihrend das Hauptabsorptionsmaximum der 
bisher beschriebenen Phykoerythrine zwischen D und E liegt. 
Soweit ich nun auf Grund meiner Untersuchungen aussagen kann, 
trifft diese von Kylin geaiuBerte Vermutung einer Unterschei- 
dungsméglichkeit des Phykocyans und Phykoerythrins auf Grund 
ihrer Farbe, ihrer Fluorescenz und ihrer Absorptionsbinder tat- 
sichlich zu. 
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Fiir Phormidium Retzii (Ag.) Gom. var. nigro-violacea Wille konnte 
ich (III) zeigen, daB diese Alge 2 wasserlésliche Pigmente besitzt. Das 
wasserige aus derselben hergestellte Extrakt hat eine mehrweniger violette 
Farbe, eine rotbraune Fluorescenz und weist im Spektrum 2 Absorptions- 
maxima, eines im Rot zwischen C und D, das andere im Griin zwischen D 
und E auf. Die Intensitat der beiden Streifen andert sich nun in ihrem gegen- 
seitigen Verhaltnis bei wiederholter Extraktion und wiederholtem Filtrieren, 
eine Tatsache, welche schon allein fiir den Mischcharakter des Extraktes 
spricht,und durch Capillaranalyse gelang es schlieBlich, die beiden Farbstoffe 
voneinander zu trennen. In einem in das Farbstoffgemisch eingetauchten 
Filtrierpapierstreifen wandert der blaue Farbstoff dem roten voran, gibt 
sich also als der starker negativ aufgeladene zu erkennen. Demgema8 
wird der rote Farbstoff bei wiederholtem Filtrieren vom Filter stairker 
zurtickgehalten als der blaue. Auf diesem Wege erhielt ich schlieBlich 
ein rein blaues, wenn auch stark verdiinntes Filtrat mit carminroter Fluores- 
cenz und nur einem Absorptionsband zwischen C und D, und es mu8 daher 
dieser blaue Farbstoff als Phykocyan bezeichnet werden. Der rote vom 
Filter adsorbierte Farbstoff wurde gelést und ergab eine rote, orange 
fluorescierende Lésung, welche gleichfalls nur ein einziges, aber zwischen 
D und E gelegenes Absorptionsmaximum besitzt, und ist wegen dieser Eigen- 
schaften als Phykoerythrin zu benennen; seine Eigenschaften werden spater 
(S. 192 ff.) besprochen werden. Die violette Eigenfarbe und die rotbraune 
Fluorescenz des urspriinglichen Extraktes erklart sich leicht als Mischfarbe 
dieser beiden Farbstoffe, wie Mischungsversuche bewiesen. 

Meine hier mitgeteilten, auf eine gréBere Zahl von Schizo- 
phyceen sich erstreckenden Untersuchungen zeigen nun, daB es 
unter diesen Algen nicht wenige Formen gibt, deren wisserige 
Ausziige, photometriert, eine ganz ahnliche, zweigipfelige Ab- 
sorptionskurve wie das eben erwaihnte Phormidium lieferten. 
Nur ist das Verhiltnis der beiden maximalen Extinktionen (der 
Ordinaten der Gipfel) zueinander bei den unterschiedlichen Arten 
ein sehr verschiedenes. Auch gelang die Trennung der beiden 
Komponenten durch Capillarisation fast iiberall dort, wo sie 
versucht wurde; sie gelingt um so besser, je farbstoffreicher 
der Auszug ist; doch standen mir nicht immer geniigend konzen- 
trierte Lésungen der Farbstoffe zur Verfiigung. Die Lage der 
beiden Maxima im Spektrum ist aber so prignant und nur so 
geringen Schwankungen unterworfen, daB dieser Umstand im 
Verein mit den als Mischfarben bei Phormidium Retzii var. nigro- 
violacea erkannten Niiancen der Eigen- und Fluorescenzfarbe 
der wiisserigen Ausziige einen Zweifel an der Zusammensetzung 
der Extrakte aus den beiden allerdings je nach der Art in ver- 
schiedenen Mengen vorkommenden Phykochromoproteiden, dem 
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blauen Phykocyan und dem roten Phykoerythrin nicht auf- 
kommen 148t. Wie man nun durch Mischung einer reinen Phyko- 
cyan- und Phykoerythrinlésung eine hinsichtlich ihrer Farbe und 
Fluorescenz zwischen diesen beiden Farbstoffen vermittelnde 
Mischungsreihe erhalt, so kann man auch auf dem Papier eine 
solche ,,Mischung‘‘ durch Addition 
der Ordinaten der Phykocyan- und 
Phykoerythrinkurve durchfiihren, 
wie spater (S. 198) gezeigt werden 
wird. Man erhilt so eine Mischungs- 
kurve, welche hinsichtlich der Lage 
ihrer charakteristischen Punkte 90 
vollig mit den zweigipfeligen Ab- 
sorptionskurven der aus Schizo- 
phyceen erhaltenen Lésungen iiber- °2 
einstimmt, — ein weiterer Beweis 
fiir die zusammengesetzte Natur 
dieser Kurven. — Der Gehalt an 
Phykoerythrin gibt sich auch nicht selten in der Farbe des Lagers 
und der Zellen zu erkennen, worauf noch spiter zuriickzukommen 
sein wird. 

Bei einer anderen Gruppe von Cyanophyceen — es handelt 
sich hier durchweg um Formen, denen eine lebhaft blaugriine 
(spangriine) Lagerfarbe eigen ist — fand sich nur Phykocyan. 

Kine dritte Gruppe endlich 
lieferte rote, fast oder vielleicht (1) 
ganzlich nur aus Phykoerythrin 2 
bestehende Extrakte. Bei diesen , 
Arten gibt sich der hohe Phyko- 
erythringehalt meist ganz beson- 
ders in der Lagerfirbung zu er- 
kennen. 


040 





Abb. 1. 





Abb. 2. 


I. Die nur Phykocyan enthaltenden Schizophyceen. 

Phormidium laminosum Gom. var. aeruginea. 

Hierzu Abb. 1, 2, 3 und Tabellen I, II, III im Anhang. 

Aus Moldauwasseraquarien isoliert. Speziesreinkulturen. Lagerfarbe: 
Dunkelblaugriin (spangriin). Trockengewicht und Volumen des fiir die 
Extraktion verwendeten Wassers: Bei 1 nicht bestimmt; bei 2: 0,032 g 
und 3,2ccm Wasser; bei 3: 0,016 g und 1,6com Wasser. Extrakte 1 mal 
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filtriert. Farbe des Filtrates: Intensiv 
blau. Bei 2: Griinlicher Stich. Fluo- 
rescenz: Carminrot. Farbe der Ammo- 
niumsulfatfallung: Blau. 


Phormidium Corium Gom. 


Hierzu Abb. 4 und Tabelle IV. 

Von Steinen am Tschépelteich in 
Hirschberg i. B. Faden einer anderen 
Art (Phormidium oder Oscillatoria) bei- 
gemischt. Nicht reingeziichtet. Lager- 
farbe: Blaugriin. Extrakt 1 mal fil- 
triert, nicht umgefallt. Farbe des 
Filtrates: Intensiv blau. Fluorescenz: 
Carminrot. Farbe der Ammoniumsulfat- 
fillung: Blau. 


Phormidium autumnale.(Ag.) 
Schmidt var. aeruginea. 


Hierzu Abb. 5 und Tabelle V. 

Aus einer Erdpfiitze in der Um- 
gebung von Hirschberg i. B, Sehr reines 
Material, nicht reingeziichtet. Lager- 
farbe: Lebhaft griin, fast chlorophyll- 
grin. Extrakt 1 mal filtriert, nicht 
umgefallt. Farbe des Filtrates: Inten- 
siv blau. Fluorescenz: Carminrot. Farbe 
der Ammoniumsulfatfaillung: Blau. 


Oscillatoria tenuis Ag. 


Hierzu Abb. 6 und Tabelle VI. 

Aus Tiimpeln bei Theresiendorf 
in Mahren. Sehr reines Material, nicht 
reingeziichtet. Lagerfarbe: Blaugriin 
(spangriin). Extrakt 1mal filtriert, 
nicht umgefallt. Farbe des Filtrates: 
Griinlichblau. Fluorescenz: Carminrot. 
Ammoniumsulfatfallung: Blau. 


Oscillatoria formosa Bory. 


Vom AbfluB eines Diingerhaufens 
in der Umgebung von Hirschberg i. B. 
Reines Material, nicht reingeziichtet. 
Lagerfarbe: Dunkelblaugriin. Extrakt 
1 mal filtriert, nicht umgefallt. Farbe 
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des Filtrates: Blau. Fluorescenz: Carminrot. Ammoniumsulfatfallung: 
Blau. Absorptionskurve weist wie die bisherigen nur 1 Maximum bei 
4615 auf. 

Anabaena spec. 

Infolge Fehlens von Dauerzellen nicht naher bestimmbar. Bildete 
auf der Oberfliche eines Moldauwasseraquariums eine Wasserbliite von 
blaugriiner Farbe. Reines Material. Kulturversuche miflangen. Extrakt 
1 mal filtriert, nicht umgefallt. Farbe des Filtrates: Dunkelblau. Fluores- 
cenz: Carminrot. Ammoniumsulfatfillung: Blav. Absorptionskurve: 
1 Maximum bei 4 630. 

Uberblickt man die 8 hier mitgeteilten Messungen, so findet 
man, da das einzige im Rot zwischen C und D gelegene Maximum 
der Absorption in 4 Fallen auf 2 615, in 2 Fallen auf 2 625 und in 
je einem Fall auf 2 630 und { 608 fallt. Doch erscheinen mir 
diese Unterschiede so geringfiigig, daB ich nicht daraus auf eine 
Verschiedenheit der hier untersuchten Phykocyanine schlieBen 
méchte, zumal solche Schwankungen bei ein und derselben Alge 
(Phormidium lamindsum) vorkamen. Zum Teil wenigstens mégen 
sich die Verschiebungen des Absorptionsmaximums gegen das 
langwellige Ende des Spektrums durch das Dispersionsvermégen 
zufallig beigemengter Triibungen erkliren, zum Teil, wie bei 
Oscillatoria tenuis, wo die geringen Unterschiede der maximalen 
Extinktion von den vorangehenden ¢-Werten schon in den Fehler- 
bereich der Messung fallen, beruhen sie auf Ungenauigkeit der 
Messung. In allen Kurven ist der Anstieg zu diesem Maximum 
steiler als der Abfall von demselben. Die untere Breite aller Kurven 
ist trotz verschiedener Konzentration der Lésungen sehr gleich- 
maBig, wahrend sich bekanntlich die Absorptionsbinder bie 
subjektiver Betrachtung in einem Spektroskop mit abnehmender 
Schichtdicke auffallend zu verschmilern scheinen. 

In der Literatur finde ich nur eine Absorptionskurve, welche 
den hier mitgeteilten Kurvenbildern véllig entspricht, und das ist 
die des ,,blaugriinen Phykoycans“ K ylins (II), welches er aus 
Batrachospermum Gallaei erhielt und auBerdem in Lemanea 
fluviatilis und Calothrix spec. nachwies. Das Maximum desselben 
liegt bei 4 624—618, fallt also zwischen die von mir gefundenen 
Extinktionsmaxima bei 4 625 und 4 615. Auch der sonstige 
Kurvenverlauf la8t auf die Identitat dieser Farbstoffe schlieBen. 

Das gleiche Phykocyan diirften schon Askenasy und Rosanoff 
in Handen gehabt haben. Ersterer erhielt es aus Oscillatoria antliaria (1%), 
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letzterer aus Limmochlide flos aquae. Im Spektrum der Farbstoffe dieser 
Algen ist im wesentlichen nur ein breiter Absorptionsstreifen im Rot 
zwischen C und D zu sehen, mit scharfer Begrenzung am linken Ende, 
wahrend er nach rechts zu allmahlich verblaft. Das gleichfalls aus span- 
griinen Schizophyceen von Molisch (III) isolierte ,,blaue Phykocyan“ 
wies im Zeissschen Vergleichsspektroskop 2 Bander auf, I: 4 635—605 und 
II: 4 580—560, Band I starker als II. Band I entspricht véllig dem Phyko- 
cyanband, Band II diirfte sich auf eine Beimengung von Phykoerythrin- 
haltigen Schizophyceen zuriickfiihren, oder besaSen die von diesem Forscher 
untersuchten Formen tatsachlich etwas Phykoerythrin, denn die Lage des 
Bandes II stimmt sehr gut mit der des Phykoerythrinbandes iiberein, welches 
bei der Griingelbempfindlichkeit des Auges vielleicht starker als in Wirk- 
lichkeit in Erscheinung trat; viel Phykoerythrin aber kann nicht zugegen 
gewesen sein, weil die Fluorescenzfarbe dieser Lésungen als dunkelcarminrot 
angegeben wird. Kohl will eine Zusammensetzung des zwischen / 640—610 
sichtbaren Phykocyanbandes beobachtet haben, doch ist seine Beobach- 
tung infolge Verwendung des Vergleichsspektroskops subjektiver Beurteilung 
unterworfen gewesen und daher unsicher. In neuerer Zeit wurde das Phyko- 
cyan der Oscillatoria prolifica, iiberfliissigerweise mit dem neuen Namen 
,»Algocyanin“ benannt, von Turner in einer mir leider nicht zuginglichen 
Arbeit spektroskopisch untersucht. 


II. Die Phykocyan und Phykoerythrin fiihrenden Schizophyceen. 


Phormidium Retzii (Ag.) Gom. var. aeruginea. 


Von der Wand eines eingeschnittenen Baches in der Umgebung von 
Hirschberg i. B. Sehr reines Material, nicht in Kultur genommen. Lager- 
farbe: Blaugriin. Extrakt 1 mal filtriert, nicht umgefallt. Farbe des Fil- 
trates: Blau. Fluorescenz: Carminrot. Farbe der Ammoniumsulfatfallung: 
Blau. Absorptionskurve zeigt ein deutliches Phykocyanmaximum bei 
4615, im absteigenden Ast bei 4559, also dort, wo das Phykoerythrin- 
maximum zu erwarten ware, eine leichte Erhebung ohne Ausbildung 
eines deutlichen Minimums. Der Phykoerythringehalt dieser Alge ist 
jedoch fraglich, weil es sich um keine Reinkultur handelt und daher eine, 
wenn auch geringfiigige Beimischung 
einer anderen, phykoerythrinfiihrenden 
Art nicht ausgeschlossen ist. 


Oscillatoria Okeni Ag. 


Hierzu Abb. 7 und Tabelle VII. 

Aus dem Gemeindeteich in Hirsch- 
berg i. B. Material mit sehr vereinzel- 
ten Faden einer anderen Osc. unter- 
mischt, nicht in Kultur genommen. 
Lagerfarbe: Blaugriin. Extrakt 1 mal 
filtriert, nicht umgefallt. Farbe des 
Abb. 7. Filtrates: Dunkelblau. Fluorescenz: 
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Carminrot (braiunlicher Stich). Farbe der Ammoniumsulfatfallung: Cyan- 
blau. Capillarisation: Im Filtrierpapier wandert ein rein blauer Saum 
voran, darunter ist eine mehr indigoblaue Farbung zu bemerken. Ab- * 
sorptionskurve: Das deutlich ausgesprochene Phykoerythrinmaximum bei 
A 569 scheint mir, obwohl das Material nicht véllig rein war, fiir das Vor- 
kommen von Phykoerythrin in dieser Alge zu sprechen. Verhiltnis der 
beiden Maxima 1,34. 


Oscillatoria limosa Ag. 


Hierzu Abb. 8 und Tabelle VIII. 

Aus dem Bolzen bei Béhm. Leipa. Vollkommen reines Material. 
Kulturversuche miBlangen. Lagerfarbe: Schwiarzlich olivgriin. Extrakt 
1 mal filtriert, nicht umgefallt. Farbe 
des Filtrates: Blau. Fluorescenz: Car- 
minrot. Farbe der Ammoniumsulfatfal- 
lung: Blau. Absorptionskurve: Das Phy- 
koerythrinmaximum ist nur durch eine 
leichte Erhebung des absteigenden Astes 
bei 4 569 angedeutet. (Siehe auch 8.183.) 97 

Andere aus der Prager Umgebung 
eingebrachte Proben der Osc. limosa be- 
saBen aber eine schwarzlichbraune Lager- 
farbe und lieferten rot- bis blauviolette Extrakte mit venetianischroter bis 
fast orangeroter Fluorescenz. Die Absorptionskurven derselben wurden 
nicht ermittelt, ihr hoher Phykoerythringehalt gab sich aber schon im 
Vergleichsspektroskop zu erkennen. _Neben dem Phykocyanband zwischen 
4 620—600 trat ein zweites, noch stirkeres Band zwischen 4 570—550 ent- 
sprechend der Lage des Phykoerythrin- 
maximums auf. 


960 
Phormidium favosum (Bory) 
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Abb. 8. 
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Gom. 


Hierzu Abb. 9 und Tabelle IX. 040 

Von einem wasseriiberrieselten Fel- Ny 
sen der Prager Umgebung. Speziesrein- 
kultur. Lagerfarbe: Schwarzlich olivgriin ea 
(fast blaugriin). Extrakt 1 mal filtriert, 920 
nicht umgefallt. Filtrat: Intensiv blau ‘gO F ee 
(indigo). Fluorescenz: Braunrot. Ver. @8C 2 fo fF 
haltnis der beiden Maxima: 1,07. Abb. 9. 
































Oscillatoria amoena (Kg.) Gom. 

Hierzu Abb. 10 und Tabelle X. 

Von einem feuchten Felsen der Prager Umgebung. Speziesreinkultur. 
Lagerfarbe: Schwarzlich olivgriin, fast blaugriin. Extrakt 1 mal filtriert, 
nicht umgefiallt. Filtrat: Cyanblau. Fluorescenz: Venetianischrot. Ver- 
haltnis der beiden Maxima: 0,92. 
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Phormidium Retzii (Ag.) 
Gom. var. nigro-violacea 
Wille n. v. 


Hierzu Abb. 11 und Tabelle XI. 

Von einem Blumentopf der Prager 
Gewiachshauser isoliert. Speziesreinkul- 
tur. Lagerfarbe: Schwarzlich olivgriin, 
stellenweise violett. Trockengewicht 
und Volumen des fiir die Extraktion 
Abb. 10. verwendeten Wassers: 0,137 g und 
13,7 com Wasser. Extrakt 1 mal fil- 
triert, nicht umgefallt. Filtrat: Inten- 
siv blauviolett. Fluorescenz: Braunrot. 
Farbe der Ammoniumsulfatfallung: 
Blauviolett. Capillarisation : Sonderung 
in eine rein blaue, obere und eine rote, 
untere Zone. Verhiltnis der beiden 
Maxima: 0,80. 


Lyngbya aerugineo-caerulea 
(Kg.) Gom. 

Hierzu Abb. 12, 13 und Tabel- 
len XII, XII. 

Von einem wasseriiberrieselten 
Felsen bei Piirglitz in Béhmen. Spezies- 
reinkultur. Lagerfarbe: Schwirzlich 
olivgriin. 

12: Extrakt 1 mal filtriert, nicht 
umgefallt. Farbe des Filtrates: Hell 
indigoblau. Fluorescenz: Venetianisch- 
rot. Farbe der Ammoniumsulfatfallung ; 
Blauviolett. Verhiltnis der beiden 








Abb. 11. 








Maxima: 0,76. 
Abb. 12, 13: Extrakt 4 mal umgefiillt, 10 mal 
700 550 600 550 500 filtriert. Farbe des letzten Filtrates: 
(2) | Blau. Fluorescenz: Carminrot. Absorp- 
030 tionskurve ist die des reinen Phyko- 





cyans, das Phykoerythrin wurde vom 
Filter zuriickgehalten. 
































qn Microchaete calotrichoides 
Hansg.(?) 
line Hierzu Abb. 14 und Tabelle XIV. 
90 Aus einem Moldauwasseraquarium 
a BC 0 zi F isoliert. Speziesreinkultur. Lagerfarbe: 


Abb. 13. Schwarzlich olivgriin. Extrakt 1 mal 
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filtriert, nicht umgefallt. Farbe des Fil- 
trates: Intensiv blau (Veilchenfarbe). 
Fluorescenz: Venetianischrot. Farbe der 
Ammoniumsulfatfillung: Violett. Ver- 
haltnis der beiden Maxima: 0,66. 


Phormidium subfuscum Kg. 


A. Von einem feuchten Stein aus 
der Umgebung von Briinn isoliert. 
Hierzu Abb. 15 und Tabelle XV. Spe- 
ziesreinkultur. Lagerfarbe: Schwirzlich 
olivgriin. Trockengewicht und Volumen 
des fir die Extraktion verwendeten 
Wassers: 0,039 g und 3,9 ccm Wasser. 
Extrakt 1 mal filtriert, nicht umgefallt. 
Farbe des Filtrates: Intensiv cyanblau. 
Fluorescenz: Rotbraun (Farbe von ge- 
brannter Sienna). Farbe der Ammonium- 
sulfatfaillung: Violett. Verhaltnis der 
beiden Maxima: 0,44. 

B. Aus einem feuchten StraBen- 
graben bei Prag. Hierzu Abb. 16, 17 
und Tabellen XVI, XVII. Spezies- 
reinkultur. Lagerfarbe: Bei 16 oliv- 
braun, sstellenweise mit violettem 
Schimmer. Bei 17 olivgriin. Trocken- 
gewicht und Volumen des fiir die Ex- 
traktion verwendeten Wassers: Bei 16: 
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Abb. 15. 
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Abb. 17. 


0,036 g und 3,6 com Wasser; bei 17: 0,047 g und 4,6 com Wasser. Extrakte 
1 mal filtriert, nicht umgefallt. Farbe des Filtrates: Bei 16 blauviolett, 
bei 17 indigoblau. Fluorescenz: Bei 16 venetianischrot, bei 17 braunlichrot. 
Farbe der Ammoniumsulfatfallung: Bei 16 blauviolett, bei 17 cyanblau. 
Capillarisation: Im Filtrierpapier oben eine rein blaue, unten eine rote 


Zone. Verhiltnis der beiden Maxima: 


Bei 16 0,76, bei 17 0,99. 
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Phormidium laminosum 
Gom. var. olivaceo-fusca. 


Hierzu Abb. 18 und Tabelle XVIII. 

Speziesreinkultur. Lagerfarbe: Oliv- 
grin bis olivbraun. Trockengewicht 
und Volumen des fiir die Extraktion 
verwendeten Wassers: 0,120 g und 5ccm 
Wasser. Extrakt 1 mal filtriert, nicht 
umgefallt. Farbe des Filtrates: Violett. 
Fluorescenz: Rotbraun (gebr. Siena) 
mit orangegelbem Stich. Farbe der 
Ammoniumsulfatfillung: Violett. Ver- 
haltnis der beiden Maxima: 0,43. 


Phormidium autumnale(Ag.) 
Schmidt var. olivacea. 


A. Aus stehendem Bachwasser der 
Prager Umgebung isoliert. Hierzu 
Abb. 19 und Tabelle XTX. Speziesrein- 
kultur. Lagerfarbe: Schwarzlich oliv- 
grin. Extrakt 1mal filtriert, nicht 
umgefallt. Farbe des Filtrates: Violett. 
Fluorescenz: Rotbraun (gebr. Siena). 
Absorptionskurve: Das Phykocyan- 
maximum ist an der Ausbauchung des 
ansteigenden Kurvenastes in der Gegend 
von A 615 deutlich zu erkennen, ist 
aber durch kein Minimum vom Phy- 
koerhytrinmaximum geschieden. 

B. Von Blumentépfen des Prager 
Gewiachshauses isoliert. Hierzu Abb. 20, 
21 und Tabellen XX, X XI. Speziesrein- 
kultur. Lagerfarbe:Sch warzlich olivgriin. 

20: Extrakt 1 mal filtriert, nicht 
umgefallt. Farbe des Filtrates: Blau- 
violett. Fluorescenz: Venetianischrot. 
Capillarisation: Im Filtrierpapier wan- 
derte eine schmale blaue Zone voran, 
gefolgt von einer breiten roten. Ver- 
haltnis der beiden Maxima: 0,63. 

21: Extrakt wiederholt filtriert, 
nicht umgefillt. Farbe des letzten Fil- 
trates: Blau. Fluorescenz: Carminrot. 
Absorptionskurve zeigt nur mehr das 
Phykocyanmaximum, das Phykoery- 
thrin wurde vom Filter zuriickgehalten. 
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Die Absorptionskurven der Wasserausziige aller in dieser 
Gruppe vereinigten Algen weisen 2 Maxima auf, das in Rot 
gelegene Phykocyan- und das im Griin auftretende Phykoerythrin- 
maximum. Beide.sind meistens durch ein deutliches Minimum 
der Extinktion voneinander geschieden. Nur bei Oscillatoria 
limosa (Abb. 8) und bei Phormidium autumnale var. olivacea 
A. (Abb. 19) fehlt ein ausgesprochenes Minimum, so daB das Maxi- 
mum des in geringerer Konzentration anwesenden Farbstoffes, 
im ersteren Fall des Phykoerythrins, im letzteren Fall des Phyko- 
cyans, nur durch eine Unstetigkeit der Kurve ausgedriickt wird. 
Bei hoher Konzentration erscheinen die beiden Absorptions- 
streifen im Zeissschen Vergleichsspektroskop dem Auge in einen 
einzigen Streifen verschmolzen, was aber gegen das Gesetz der 
Konstanz der Spektra verstoBen wiirde (Weigert) und, wie die 
Absorptionskurven der hochkonzentrierten Farbstofflésungen 
zeigen, auch in Wirklichkeit nicht zutrifft, sondern nur dem 
subjektiven Eindruck entspricht. Die Lage der beiden Maxima 
im Spektrum ist nur geringen Schwankungen unterworfen. Das 
Phykocyanmaximum liegt in der Mehrzahl der Faille bei 4 625, 
in einigen bei 4 615, also ebenso wie das Phykocyanmaximum 
der in der ersten Gruppe enthaltenen Schizophyceen. Durch 
wiederholte Filtration wurde das Phykocyan bei Lyngbya aeru- 
gineo-caerulea (Abb. 13) und Phormidium autumnale var. olivacea 
(Abb. 21) vom Phykoerythrin dank der ungleichen Adsorbierbar- 
keit der beiden Farbstoffe abgetrennt. Auch bei diesen Kurven 
liegt das Maximum bei / 615 bzw. 4 625. Ich méchte daher auch 
hier aus den gleichen 8.177 erwaihnten Griinden in diesen gering- 
fiigigen Verschiebungen der maximalen Extinktion keinen Hin- 
weis auf eine evtl. Verschiedenheit dieser Phykocyanine erblicken. 
Das gleiche trifft fiir das Phykoerythrin zu, dessen Maximum 
in der Mehrzahl der Falle bei 1559 beobachtet wurde. Das zwi- 
schen den beiden Maximis sich ergebende Minimum liegt bei den 
12 in Betracht kommenden Kurven 4mal bei 4 581, 5mal bei 
A 587 und 3mal bei 4 594. 

Die Hohe (Ordinatenlinge) dieser Maxima ist je nach der 
Spezies verschieden, weil eben das Mengenverhiltnis der beiden 
Farbstoffe mit der Art sich aindert. Bald iiberwiegt das Phyko- 
cyan, bald das Phykoerythrin oder halten sich beide die Wage. 
Die Anordnung der Kurven wurde im allgemeinen mit fallendem 
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Verhaltnis derekeiden Extinktionsmaxima (Phykocyan : Phyko- 
erythrin) getroffen. Aber auch innerhalb ein und derselben Art 
variiert mehr minder das Mengenverhiltnis der beiden Farbstoffe. 
Bei Phormidium Retzii var. nigro-violacea fand ich zwar bei 
2 Proben derselben Herkunft dieses Verhaltnis zu 0,78 (Kurve 
nicht abgebildet) und 0,80 (Abb. 11), also annihernd gleich; die 
Lagerfarbe war demgema8 in beiden Fallen dieselbe. Bei Phor- 
midium subfuscum (Abb. 16, 17) hingegen ergab die Analyse 
eines olivbraunen Rasens 0,76, die eines olivgriinen 0,99, und bei 
einem von einer anderen Lokalitit stammenden Ph. subfuscum 
(Abb. 15) sogar nur 0,44 als Quotienten der maximalen Extink- 
tionen. Diese Quotienten entsprechen nicht dem genauen Ver- 
haltnis der beiden Farbstoffe in der Pflanze, denn schon beim 
ixtrahieren wird von dem mit Quarzsand verriebenen Organ- 
pulver und beim nachfolgenden Filtrieren des Extraktes vom 
Filtrierpapier stets etwas mehr Phykoerythrin als Phykocyan 
zuriickgehalten, so daB die hier -angefiihrten Quotienten etwas 
gréBer als in Wirklichkeit sind, und auBerdem ist, weil die Kurven 
der beiden Farbstoffe sich teilweise decken, an jedem der beiden 
Maxima auch der andere Farbstoff, wenn auch in geringerem 
MaBe, beteiligt. Weil diese beiden Momente aber fiir alle Kurven 
zutreffen, so stellen die Quotienten immerhin einen kurzen Aus- 
druck fiir das Mengenverhialtnis der Pigmente in erster Anniherung 
dar. 

LaBt man die extrahierten Farbstoffgemische von indigo- 
blauer, violetter oder rotvioletter Farbung im Dunkeln stehen, 
so nehmen sie, oft trotz Toluolzusatz, nach einiger Zeit eine 
mehrweniger rosarote Farbung an, die Fluorescenzfarbe ist fast 
orangefarben geworden; im Spektroskop ist der Phykocyan- 
streifen fast oder ganz verschwunden, nur das Band im Griin 
ist deutlich geblieben. Offenbar unterliegt in diesen Fallen das 
Phykocyan einer rascheren Zersetzung als das Phykoerythrin, 
so daB es zu diesem Farbenumschlag kommt. 

Meine vielfachen Bemiihungen, das extrahierte Farbstoff- 
gemisch zum Krystallisieren zu bringen, von welchem ich mir 
ein getrenntes Auskrystallisieren der beiden Farbstoffe erhoffte, 
schlugen trotz des durch wiederholte Umfallung mit Ammonium- 
sulfat erzielten hohen Grades der Reinheit, bei Nachahmung der 
von K ylin verwendeten Methode der fraktionierten Ausfallung, bei 
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Variierung der Reaktion des Farbstoffgemisches usw.durchweg fehl. 
Im besten Falle erhielt ich Farbstoffballen, aber keine Krystalle. 


Bei Durchsicht der Literatur zeigt sich nun, daB viele Autoren dieses aus 
verschiedenen Schizophyceen isolierte Farbstoffgemisch in Hinden hatten, 
aber nur wenige es als solches erkannten. Fr. G. Kiitzing schreibt 
1853 in seiner philosophischen Botanik: ,,Das Phykoerythrin ist statt des 
Phykocyans in einigen Oscillarien z. B. O. rubescens, Mougeotii enthalten 
und da, wo es mit diesem zugleich auftritt, bildet es den Color amethysteus 
und chalybeus, der bei vielen Arten mit dem C. aerugineus wechselt.‘ 
Diese vollstandig richtige Ansicht verwischt sich schon bei Cohn (1) durch 
Einfiihrung des Begriffes der Phykocyanmodifikationen: ,,Die purpurroten 
oder violetten Phykochromalgen enthalten Phykochrom, welches aps 
Chlorophyll und einer roten oder violetten, sonst aber von der blauen 
anscheinend nicht wesentlich verschiedenen Modifikation des Phykocyans 
zusammengesetzt, sich leicht in die spangriine Nuance umwandelt.“ Das 
aus Florideen austretende Phykoerythrin ,,verhalt sich dem Phykocyan 
so analog, daB insbesondere die purpurne Modifikation des Phyokcyans 
sich von Phykoerythrin nicht sicher unterscheiden laBt. Die nahe Ver- 
wandtschaft des Phykocyan und Phykoerythrin... findet eine Stiitze in 
dem Vorkommen des Phykochrom bei mehreren Florideen, deren nachste 
Verwandte Rhodophyll enthalten.“ Aus Spirulina versicolor gewann 
Cohn (II) ein Phykocyan, welches in dicker Schicht einen intensiv schwarzen 
Streifen vom Rot bis nahe an E zeigte, welcher in diinner Schicht in einen 
Streifen im Rot und einen im Griin gespalten war. Ganz hesonders ist die 
treffliche Untersuchung der das Chlorophyll begleitenden Farbstoffe durch 
Askenasy (1867) hervorzuheben. Aus Peltigera canina erhielt er eine 
violettrote oder weinrote Fliissigkeit mit sehr kraftiger braungelber Fluores- 
cenz, welche 2 ziemlich plétzlich beginnende Absorptionsstreifen erkennen 
lieB, den einen im Rot zwischen der Li- und Na-Linie, den anderen inten- 
siveren an der Grenze von Gelb und Griin. ,,Die Fluorescenz zerfailt bei 
der Betrachtung durch ein Prisma in ein rotes und in ein gelbes Biindel, 
letzteres ist das intensivere. Die rote Fluorescenz beginnt im Rot und scheint 
sich dann weiter durch das Spektrum zu erstrecken, wiewohl nur schwach, 
wahrend die gelbe Fluorescenz erst in der Nahe des zweiten Absorptions- 
streifens beginnt und sich von da ebenfalls durch das ganze Spektrum 
erstreckt. Auch hier entsprechen den Maxima der Absorption Maxima 
der Fluorescenz. Es wird dies erkliren, woher es riihrt, daB, wenn ein rotes 
Glas, welches wesentlich nur Rot, Orange und wenig Gelb durchlaBt, vor 
die Linse gehalten wird, der von der Linse in der Farbstofflésung erzeugte 
Lichtkegel ziemlich rein rot erscheint, wahrend ein griines Glas, welches 
die roten Strahlen nahezu ausschlie8t, vor die Linse gehalten, ein rein gelbes 
Biindel erzeugte.“‘ Der Farbstoff von Collema plicatile (?) lieferte eine 
blaue Lésung mit granatroter Fluorescenz und ziemlich dasselbe Absorptions- 
spektrum. ,,Nur das Intensitétsverhiltnis der beiden Absorptionsstreifen 
ist gerade das umgekehrte, indem der Absorptionsstreifen im Rot bei der~ 
Collemafarbstofflisung der intensivere, der im Gelb beginnende der schwi- 
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chere ist... Eine aufmerksame Betrachtung der optischen Eigenschaften 
des gelésten Farbstoffes von Collema und Peltigera bringt mich zu der 
Vermutung, daB beides nur Gemische von 2 Farbstoffen in verschiedenen 
Mengenverhiltnissen sind. Der eine dieser Farbstoffe, dem der Absorptions- 
streifen im Rot und die rote Fluorescenz zukommt, ist in Peltigera in gerin- 
gerer, in Collema in gréBerer Menge enthalten als ein zweiter, dem die im 
Gelb beginnende Absorption und die gelbe Fluorescenz zukommt. Die 
Absorption dieses letzteren wiirde, wenn man ihn rein darstellen kénnte, 
wie auch die Fluorescenz einige Ahnlichkeit mit der des Phykoerythrins 
haben. Der erstere dieser hypothetischen Farbstoffe aber, oder wenigstens 
einer, der ihm vollstandig entspricht, kommt nun in der Tat im Pflanzen- 
reich vor, und es ist mir gelungen, ihn aus einer Oscillarinee (Oscillaria 
antliaria ?) in gréBerer Menge darzustellen ... Die erwihnte Oscillarinee . . . 
gibt eine Fliissigkeit, die in diinnen Schichten meergriin, in dickeren schén 
himmelblau gefarbt ist und eine iiberaus energische rote Fluorescenz zeigt. 
Das Absorptionsspektrum hat nur einen sehr intensiven Absorptionsstreifen. 
Die Stelle im Spektrum, wohin das Maximum und der Beginn der Absorption 
fallt, stimmt vollkommen mit dem Absorptionsstreifen iiberein, den die 
2 vorher beschriebenen Farbstofflésungen im Rot zeigen... Aus einer 
braunen Oscillarie habe ich einen Farbstoff bisher nur in geringer Menge 
dargestellt, der dem eben besprochenen sehr ahnlich war. Es scheint aber 
auch in einigen Oscillarineen ein Farbstoff vorzukommen, der sich mehr 
dem Collemafarbstoff ‘anschlieBt.‘‘ Uberraschen muB der Scharfblick, 
mit welchem schon dieser Forscher die Begleitpigmente des Chlorophylls 
in frei und in Flechten lebenden Schizophyceen erkannt hat. Kraus und 
Millardet hingegen sprechen von dem in verschiedenen blauen und roten 
Nuancen auftretenden Phykocyan. Reinke (I) bildet das Absorptions- 
spektrum eines blauen, rot fluorescierenden Auszuges aus einer Oscillaria 
ab; es besitzt nach ihm 4 Bander, von denen aber das erste zwischen / 635 
bis 594 dem Phykocyan, das zweite, 1 580—550, dem Phykoerythrin 
zuzusprechen ware. Die aus einer dunklen (scillatoria erhaltene rotviolette 
(purple) Lésung, welche Phykocyan genannt wurde, stellt nach Sorby 
eine Mischung aus 2 Farbstoffen, einem rotvioletten (purple) mit dem Ab- 
sorptionsmaximum bei / 621 und einem blaBroten (pink) Farbstoff mit dem 
Maximum bei / 567 dar. Durch vorsichtiges Erwarmen einer zwecks Ver- 
hinderung der raschen Faulnis mit Lumpzucker kalt gesattigten Phyko- 
cyanlésung aus dieser Alge auf 75°C soll der blaBrote Farbstoff in eine 
unlésliche Substanz umgewandelt werden und sich abfiltrieren lassen, so 
da8 das Filtrat nur das ,,purple phycocyan‘ enthalt, welches, wenn die 
Umwandlung eine vollstindige war, nur das Absorptionsband im Rot bei 
4621 aufweist, wihrend das zweite Band am gelben Ende des Griin ver- 
schwunden ist. Ich zweifle nicht daran, daB Sorby gleichfalls das Phyko- 
eyan-Phykoerythringemisch vorlag; auch ist es nicht unwahrscheinlich, 
daB die Koagulationstemperaturen der beiden Farbstoffe etwas verschieden 
sind, so da8 eine, wenn auch vielleicht nur teilweise Trennung derselben 
durch vorsichtiges Erhitzen bewerkstelligt werden kann. Hinsichtlich der 
Aufspaltung der Florideenfarbstoffe, in welchen Sorby nicht weniger als 
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6 Teilpigmente annahm, schoB er allerdings tiber das Ziel (s.S. 197). Nebelung 
gibt fiir ein aus einem Phormidium hergestelltes Phykocyan von himmel- 
blauer Farbe und rosenroter Fluorescenz gleichfalls 2 Absorptionsstreifen 
an, einen zwischen 4 625—610, den anderen zwischen 4 570 —560 und denkt 
an eine Verwandtschaft mit dem von Cohn aus Spirulina isolierten Farb- 
stoff. Nadson extrahierte aus einem angeblich reinen Oscillarienmaterial 
ein blaues Phykocyan mit carminroter Fluorescenz, welches im Spektrum 
2 Bander aufwies, eines zwischen B und D, das zweite zwischen D und FE. 
Héchstwahrscheinlich lagen beiden zuletzt genannten Autoren Farbstoff- 
gemische vor. Gaidukov (I) verweist auf die Ahnlichkeit des violetten 
Farbstoffes der Oscillatoria sancta mit dem gewisser Rotalgen, welche aber 
nach Kylin (I, II) neben Phykoerythrin Phykocyan fiithren. Derselbe 
Autor (III) untersuchte mit dem Mikrospektralphotometer Engel manns 
u.a. auch die blaugriinen Zellen der Oscillatoria aerugineo-caerulea Kg., syn- 
onym mit der von mir untersuchten Lyngbya aerugineo-caerulea (Abb. 12) 
und will 2 Phykocyanbinder (4 625 und 610) und ein Phykoerythrinband bei 
2575 gefunden haben. Violette Krystalle, welche er aus Oscillatoria sancta 
erhielt, lieBen im wesentlichen 2 Helligkeitsminima bei 4625 und 575 
erkennen. Molisch (III) beschrieb auBer dem blauen, bereits erwihnten 
Phykocyan noch eine blauviolette und violette Phykocyanmodifikation. 
Die letztere, aus Scytonema Hofmanni Ag. gewonnen, gab eine anilinviolette 
Lésung mit venetianischroter Fluorescenz; auf Grund der Beobachtung 
ihres Absorptionsspektrums im Zeissschen Vergleichsspektroskop werden 
4 Absorptionsstreifen angegeben, darunter stimmt Band II zufolge seiner 
Lage zwischen 1 630—600 gut mit dem Phykocyanband iiberein, die Ban- 
der III 4675—565 und IV 1 555—540, welche bei gréBerer Schichtdicke 
ganz verschmelzen kénnen, entspriachen dem Phykoerythrin, so da ich 
die Vermutung habe, daB die violette Phykocyanmodifikation nichts anderes 
als ein Phykocyan-Phykoerythringemisch darstellt, in welchem das Phyko- 
erythrin iiberwiegt. Darin bestarkt mich auch die fiir viel Phykoerythrin 
fihrende Algen charakteristische briunlichschwarze oder schwarzlichgriine 
Lagerfarbe dieser Alge, vor allem aber die von Molisch mitgeteilte Beobach- 
tung, daB Scytonemaausziige nach lingerem Stehen ihre urspriinglich 
violette Farbe nach Rosa oder Fleischrot verindern und zugleich eine dem 
Orangegelb sich nihernde Fluorescenz aufweisen — also dieselbe Erschei- 
nung, welche ich an vielen meiner Phykocyan-Phykoerythringemische 
beobachten konnte. Noch sicherer erscheint mir als ein solches Farbstoff- 
gemisch das von Molisch als blauviolette Modifikation beschriebene 
Phykocyan aus Oscillatoria limosa Ag., welches in Lésung blauviolett 
gefairbt ist und eine carminrote Fluorescenz besitzt, im Spektrum 3 Binder 
aufweist, neben einem schmalen Band / 655—650 2 breite dunkle Bander 
4 635—600 und 4 575—530. Ich habe das Absorptionsspektrum wisseriger 
Extrakte aus derselben Alge von verschiedenen Standorten im Vergleichs- 
spektroskop untersucht und stets nur 2 Maxima gefunden, deren Lage sehr 
gut mit den breiten von Molisch beobachteten Streifen iibereinstimmt. 
Die Farbe der von mir gewonnenen Extrakte war blau- bis rotviolett, ihre 
Fluorescenz venetianischrot bis fast orangerot. Die spektrophotometrierte 
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Probe (Abb. 8) lieferte eine blaue, carminrot fluorescierende Lésung, wie 
dies auch Molisch angibt. Das Phykoerythrinmaximum ist in dieser 
Kurve aber infolge der Vorherrschaft des Phykocyans nur in Form einer 
Unstetigkeit der Kurve im absteigenden Ast angedeutet. Der Phykoerythrin- 
gehalt der Oscillatoria limosa schwankt also betrichtlich. Auch Molisch, 
dem wir den Nachweis der Krystallisierbarkeit anderer wasserléslicher 
Algenfarbstoffe verdanken, gliickte es nicht, diese beiden ,,Phykocyan- 
modifikationen“ zum richtigen Auskrystallisieren zu bringen. Molisch 
untersuchte auch den Farbstoff von Peltigera canina, welchem wir schon 
bei Askenasy begegnet sind. Sein Spektrum erinnert an das von Scyto- 
nema; wenn man von der schwachen Endabsorption im Rot absieht, weist 
der Peltigeraauszug nur 2 Absorptionsstreifen auf, deren Lage abermals 
so gut mit dem Phykocyan- und Phykoerythrinmaximum iibereinstimmt, 
wie man es besser bei Beniitzung eines Spektroskops nicht erwarten kann. 
K ylin (II) beschreibt eine neue, aus einem nicht naher bestimmten Phor- 
midium hergestellte Phykocyanmodifikation, welche er ,,blaues Phyko- 
cyan“ benannte und der von Molisch unter dem gleichen Namen beschrie- 
benen Modifikation sehr ahnlich fand. Ihre Lésung fluoresciert carminrot. 
Die von K ylin konstruierte Kurve hat eine groBe Ahnlichkeit mit einigen 
von mir hier wiedergegebenen Kurven. Das erste Maximum gibt Kylin 
fiir 1618—607, das Minimum fiir 2589—585, das zweite Maximum fiir 
4577—573 an. Die Ubereinstimmung mit meinen Kurven ist eine sehr 
gute, nur das seinem zweiten Maximum entsprechende Phykoerythrin- 
maximum meiner Kurven beobachtete ich in der Regel etwas weiter rechts. 
Doch kénnten solche Verschiebungen wenigstens zum Teil durch Summie- 
rung der teilweise ineinander greifenden Absorptionen des Phykocyans und 
Phykoerythrins erklirt werden, wie es die Beispiele einer solchen S. 198 
durchgefiihrten Kurvenaddition der beiden Farbstoffe zeigen. Krystalle 
erhielt Kylin von dieser Modifikation, die ich fir ein Farbstoffgemisch 
halte, gleichfalls nicht. Aus Ceramium rubrum stellte K ylin (I) allerdings 
ein krystallisierbares Phykocyan dar, welches er als ,,blauviolettes Phyko- 
cyan bezeichnet. Es besitzt gleichfalls eine carminrote Fluorescenz und 
weist auch 2 Absorptionsmaxima auf, das eine bei 2 618—613, das zweite 
bei 4 553—549, dazwischen ein Minimum bei 4 577—573, ist also gleichfalls 
sehr ahnlich den aus einzelnen Schizophyceen von mir dargestellten Farb- 
stoffausziigen; doch will ich in die Einheitlichkeit desselben keine Zweifel 
setzen, wenn auch das Auftreten von Krystallen bei der durch die nahe 
Verwandtschaft der beiden Phykochromoproteide gegebenen Méglichkeit 
der Bildung von Mischkrystallen keinen strikten Beweis fiir die chemische 
Individualitét dieses Farbstoffes vorstellt. Auch in Dumontia filiformis 
und wahrscheinlich auch in Porphyra hiemalis fand Kylin (II) dieses 
blauviolette Phykocyan. Das zweite Maximum desselben fallt bei letzterer 
Alge infolge einer wahrscheinlichen Verunreinigung mit Phykoerythrin, 
wie Kylin vermutet, in den Spektralbezirk 4 561—553, also zwischen die 
beiden zweiten Maxima des blauen (4 577—573) und des blauvioletten 
(4553—549) Phykocyans Kylins. Auf die in Phormidium foveolarum 
von mir (I) aufgefundenen wasserlislichen Farbstoffe werde ich demnachst 
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in einer ausfiihrlicheren Publikation zu sprechen kommen. Endlich sei 
noch an die interessante jiingst von Molisch (IV) im Wiener Prater beobach- 
tete blutrote Wasserbliite erinnert, hervorgerufen durch Oscillatoria 
rubescens D. C., welche schon von K iitzing (II) wegen ihres hohen Phyko- 
erythringehaltes erwaihnt wird. DaB sich auch diese Alge in die Gruppe der 
Phykocyan und Phykoerythrin fiihrenden Schizophyceen einreihen lassen 
diirfte, geht aus der Bemerkung von Molisch hervor, daB der Farbstoff 
dieser Alge weder mit dem blauen noch mit dem violetten Phykocyan 
iibereinstimme, jedoch dem letzteren naherstehe. 


III. Die neben Phykoerythrin nur wenig oder kein Phykocyan fiihren- 
den Schizophyceen., 


Nostoc spec. 


Hierzu Abb. 22 und Tabelle XXII. 

Aus einem feuchten StraBengraben bei Hirschberg i. B. Lagerfarbe: 
Dunkelolivgriin. Extrakt 1 mal filtriert, nicht umgefallt. Farbe des Fil- 
trates: Hellrosa. Fluorescenz: Orange. 

Absorptionskurve: Die Zacke bei 2 625 225 72) 

spricht fiir das Vorhandensein einer 
wenn auch geringen Menge Phykocyan. 
Verhaltnis der beiden Maxima 0,53. 


G20 


Phormidium luridum (Kg.) 
Gom. var. fusca. 


Hierzu Abb. 23 und Tabelle X XIII. 

Aus dem Lager der Microchaete 
calotrichoides (%) isoliert. Speziesrein- 
kultur. Lagerfarbe: Hellsepiabraun. 
Die Faden erscheinen im Mikroskop 
fast farblos. Extrakt 1 mal filtriert, 
nicht umgefallt. Farbe des Filtrates: 
Rotviolett. Fluorescenz: Orange. Farbe 
der Ammoniumsulfatfaillung: Rotvio- 
lett. Verhaltnis der beiden Maxima: 0,26. 


Microchaete tenera Thur. (?) 


Hierzu Abb. 24a, 24b und Tabel- 
len XXIVa, XXIVb. 

Aus Moldauwasser isoliert. Spe- 
ziesreinkultur. Lagerfarbe: Olivgriin. 
Extrakt 1 mal filtriert, nicht umgefallt. 
Farbe des Filtrates: Intensiv rosa. 
Fluorescenz: Orangegelb. Farbe der 
Ammoniumsulfatfallung: Blaustichig rot. Absorptionskurven: 24a zeigt 
ein niedriges, aber deutlich ausgepragtes Phykocyanmaximum. 24b. Die 
von 4601 an in engen Intervallen ausgefiihrte Messung !a6t in dem von 


Abb, 23. 


Hee 


$A NYLON IE ag a 


OE BO HM 


BR PGE POR SID II YS I 


ye OR Cn reeangenengh ope asa 








190 K. Boresch: 


Abb. 24b, 4559 absteigenden Ast kein weiteres 
Maximum erkennen. Verhiltnis der 
beiden Maxima: 0,23. 


Phormidium luridum (Kg.) 
Gom. var. violacea. 


Hierzu Abb. 25, 26 und Tabellen 
XXV, XXVI. 

Aus Moldauwasser isoliert. Spe- 
ziesreinkultur. Lagerfarbe anfanglich 
meist braunrot oder braunviolett, in 
alteren Kulturen sepiabraun. 

25: Lagerfarbe: Hellsepiabraun, 
stellenweise violett. Trockengewicht 
und Volumen des fiir die Extraktion 
verwendeten Wassers: 0,060 g und 
6ccm Wasser. Extrakt 1 mal filtriert, 
nicht umgefallt. Farbe des Filtrates: 

Rotviolett. Fluorescenz: Braunlich- 

orange. Farbe der Ammoniumsulfat- 

fallung: Rotviolett. Absorptionskurve , 
weist nur eine Andeutung des Phyko- | 
cyanmaximums auf. 

26: Lagerfarbe: Hellsepiafarben. Trockengewicht und Volumen des fiir 
die Extraktion verwendeten Wassers: 0,035 g und 3,5 ccm Wasser. Extrakt 
te 1 mal filtriert, nicht umgefallt. Farbe des Filtrates: Intensiv rosa. Fluores- 
ay cenz: Orangegelb. Farbe der Ammoniumsulfatfillung: Blaustichig rot. 
Absorptionskurve: Das Phykocyanmaximum ist ginzlich verschwunden. 
Kurve weist nur 1 Maximum, das des Phykoerythrins, auf. 








Abb. 24a. 





700 650 600 550 500 





RE SRO ES 












































! f (7) 

i gs 

Aq 

af 

4 aso — 

Aq 

i 

1 ” ee 

i / a 

a ont f 

e tly LJ 1 
a&8bCc Q £6 F 


Abb. 25. Abb. 26, 


Goonies cont sia ee 
Sore babi <p at Bape: tw 
Spy BAR: oS st se 





Wasserlisliche Farbstoffe der Schizophyceen. 


Porphyridium cruentum. 


Hierzu Abb. 27a, 27b und Tabellen XXVIIa, XXVIIb. 

Von einem feuchten Stein isoliert. Speziesreinkultur (Agarausgul- 
platten). Lagerfarbe: In der Natur blutrot, in Kultur erscheinen die Ko 
lonien im durchfallenden Licht phykoerythrinfarben. Extrakt 1 mal fil- 
triert, nicht umgefallt. Farbe des Fil- 
trates: Rosa. Fluorescenz: Orangegelb. 7) 650 - - - (2) 
Farbe der Ammoniumsulfatfallung: | lan 
Blaustichig rot. Absorptionskurven: 
27a: Die geringfiigige Unstetigkeit der 
Kurve bei 4 630—615 deutet vielleicht 
auf Spuren von Phykocyan auch bei 
dieser Alge. 27b: Der mit engen Inter- 
vallen durchmessene von / 548 ab- 
steigende Ast weist keine weiteren 
Maxima mehr auf. 
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Die Abgrenzung dieser 
Gruppe von Schizophyceen gegen 
die vorangehende ist wegen des 
stetig sich verringernden Phyko- 
cyangehaltes willkiirlich. Ich habe 
sie aber dennoch aufgestellt, weil 
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sie jene Algen zu umfassen hatte, 
in welchen das Phykocyan ginz- 
lich durch Phykoerythrin ver- 
treten wird. Gerade aber eine 
solche Feststellung ist auf Grund 
der Absorptionskurven der wis- 
serigen Extrakte unsicher. Der 
den Phykocyangehalt kenn- 
zeichnende Gipfel wird mit ab- 
nehmendem Mengenverhiiltnis Me PORTE 

dieses Farbstoffes zum Phykoery- eer 

thriri immer kleiner und erscheint escmeeeg 

schlieBlich nur mehr als eine geringfiigige Unstetigkeit der Kurve, 
welche bereits in den Fehlerbereich der Messung fiallt, so daB es 
dann unméglich ist, aus der Gestalt der Extinktionskurve auf das 
spurenweise Vorkommen oder ginzliche Fehlen des Phykocyans 
zu schlieBen. Das trifft z. B. auch fiir die blutrot gefarbte Luftalge 
Porphyridium cruentum (Abb. 27a) zu, welche nach den cyto- 
logischen Befunden Staehelins den Schizophyceen einzuordnen 
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ist, eine Anschauung, welche, wie mir scheint, durch die hier 
sichergestellte Identitat ihres roten Farbstoffes mit dem Phyko- 
erythrin der iibrigen Schizophyceen bekraftigt wird. 


Das in Schizophyeeen aufgefundene Phykoerythrin, seine Ver- 
schiedenheit vom Florideenrot. 


Am reinsten erscheint mir die Absorptionskurve dieses 
Phykoerythrins in der fiir Phormidium luridum var. violacea 
ermittelten Kurve (Abb. 26). Sie weist nur ein Maximum auf, 
welches bei 4 552 liegt, von welchem Wert die Phykoerythrin- 
maxima der iibrigen Kurven nicht wesentlich abweichen. Gering- 
fiigige Verschiebungen derselben wurden auch an verschiedenen 
ap Extrakten ein und derselben Alge gefunden, so daf ich ihnen 
a keine zur Aufstellung verschiedener Modifikationen berechtigende 





G : Bedeutung beimessen kann. Aber auch im Zeissschen Vergleichs- 
: | spektroskop ist fiir einen unvoreingenommenen Beobachter nur 
ig dieses eine starke Band im Griin zu sehen. Und darin liegt der 
i wesentliche Unterschied zwischen diesem Phykoerythrin und dem 
ae Florideenrot, welches nach den wiederholten Messungen ver- 
: schiedener Autoren [Stokes, Askenasy, Rosanoff, Prings- 


AM heim, Reinke (II), Schiitt, Molisch (III), Kylin (I)] im 
| { wesentlichen 3 Absorptionsmaxima besitzt. Sie liegen nach den 
wohl genauesten Messungen K ylins (I, II) folgend: I 4 569—565, 
II 4 541—537, III 4 498—492. Besonders dieses letztere Band 
i ist durch seine Lage im Blau in der Gegend der Frauenhoferschen 
1 Linie F und seiner verhaltnismaBig groBen Intensitat fiir das 





| 
Phykoerythrin der Rhodophyceen charakteristisch. Das Maxi- 
mum des von mir in Schizophyceen aufgefundenen Phykoerythrins 
' : | deckt sich somit mit keinem der 3 Binder des Rhodophyceen- 
ql phykoerythrins, es fallt vielmehr ungefaihr in die Mitte zwischen 
die Bander I und II. Die Feststellung etwaiger anderer Maxima 
44 ist mir an meinen aus verschiedenen Schizophyceen dargestellten 
Phykoerythrin niemals gePungen, obwohl ich die gréBte Sorgfalt 


paps 


| auf das Suchen nach eventuell vorhandenen Nebenmaximis 
it verwendet habe. Ich habe wiederholt den in Betracht kommenden 
Hy Spektralbereich mit méglichst engen Intervallen durchmessen 
; (Abb. u. Tabelle 24b, 26, 27b) und stets nur eine von dem etwas 
i 1 links von 4 550 liegenden Maximum stetig abfallende Kurve 
it erhalten, und besonders auffallend ist an diesem Phykoerythrin 


oa 
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die bereits sehr geringe Extinktion in der Gegend von F. Dies 
bedingt auch den zweiten augenfilligen Unterschied gegeniiber 
dem Phykoerythrin der Rotalgen: Die Absorptionskurve des 
Schizophyceenphykoerythrins (Abb. 26) hat in etwa halber Héhe 
ungefahr nur die halbe Breitenausdehnung der Florideenrotkurve 
{K ylin (1)]. 

Um mich dieser sehr auffalligen Verschiedenheiten im Ab- 
sorptionsvermégen dieser beiden Farbstoffe zu vergewissern, 
untersuchte ich auch das Florideenphykoerythrin. Dank 
des Entgegenkommens der biologischen Anstalt auf Helgoland 
stand mir zu diesem Behufe getrocknetes Material von Porphyra 
spec. zur Verfiigung. Diese schon von Kylin (II) untersuchte 
Alge besitzt nach ihm neben Phykoerythrin auch Phykocyan 
und zwar die blauviolette Modifikation desselben. 

Das Material lieferte nach 5tagigem Stehen mit Toluolwasser ein 
ziemlich intensiv rotviolett gefirbtes Extrakt, welches sehr lebhaft braun- 
orange fluorescierte, also in ahnlicher Farbe wie die Phykocyan-Phyko- 
erythringemische verschiedener Spaltalgen. Das Extrakt wurde abgehebert 
und mit Ammoniumsulfat gefallt. Die Fallung wurde abfiltriert, was mehrere 
Stunden in Anspruch nahm; mit Wasser aufgenommen liste sie sich nicht voll- 
stindig, immerhin ging aber noch ein grofer Teil mit rotvioletter Farbe und 
braunlichorangefarbener Fluorescenz in Lésung. Neben Phykoerythrin 
war auch Phykocyan nachweisbar; denn im Vergleichsspektroskop trat bei 
20 mm Schicht.licke neben der sehr dunklen bei ca. 4575 beginnenden 
Phykoerythrinabsorption mit dem fiir das Florideenrot charakteristischen 
Streifen bei F :n der Grenze von Griin und Blau, noch ein hellerer Streifen 
im Rot zwisch-n 4 620—600, eben das Phykocyanband, auf. 

Auch die capillaranalytische Untersuchung dieses einmal umgefillten 
Extraktes erwies den zusammengesetzten Charakter desselben: Im ein- 
getauchten Filtrierpapierstreifen wanderte eine rote Zone, das Phyko- 
erythrin, voran, dahinter folgte eine blaue, das Phykocyan — also gerade 
umgekehrt wie ti den aus Schizophyceen gewonnenen Farbstoffgemischen 
(Oscillatoria Okeni, Phormidium Retzii var. nigro-violacea, Ph. subfuscum, 
Ph. autumnale var. olivacea). Daraus kénnte man also schlieBen, daB bei 
Porphyra und \ielleicht auch bei anderen Florideen, umgekehrt wie bei 
den Schizophyceen, das Phykoerythrin die gréBere elektronegative Auf- 
ladung als das Phykocyan derselben besitzt. Dementsprechend war das 
Verhalten dieser rotvioletten Lésung bei dem nun folgenden Filtrieren. 
Das Filtrat war blaulichrot gefiirbt und fluorescierte lebhaft in ausgesprochen 
orangegelber Farbe, verhielt sich also in dieser Beziehung fast wie eine reine 
Phykoerythrinlésung, wahrend sich das Filter von dem zuriickgehaltenen 
Phykocyan violett anfirbte. Nichtsdestoweniger zeigte noch das rote 
Filtrat im Vergleichsspektroskop bei 20 mm Schichtdicke einen, wenn auch 
sehr schwachen Phykocyanstreifen zwischen 1 625—600 im Rot; die Phyko- 
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erythrinabsorption begann sehr plétzlich bei 4 575 mit einem sehr starken 
Band, welches weiterhin im Griin allmahlich an Intensitat verlor, und lieB 
dann noch zwischen 4 505—480 das fiir das Florideenrot besonders charak- 
teristische Band erkennen. Der Filterriickstand lieferte, mit wenig Wasser 
aufgenommen, nach dem Abzentrifugieren eine rotviolette, braunorange 
fluorescierende Lésung, welche im Spektroskop das kombinierte Phykocyan- 
Phykoerythrinspektrum aufwies; es wurde also vom Filter auch Phyko- 
erythrin in nicht geringer Menge zuriickgehalten. Das rote Filtrat wurde 
abermals durch Zusatz von festem Ammoniumsulfat gefillt, die Fallung 
lieferte nach dem Filtrieren gelést eine rosarote, orange fluorescierende 
Lésung, welche noch einige Male filtriert und schlieBlich spektrophoto- 
metriert wurde. 
Ich erhielt die nebenstehende Absorptionskurve (Abb. 28, hierzu 
Tabelle XXVIII) des 2mal mit Ammoniumsulfat umgefallten und einige 
" Mal filtrierten Porphyraextraktes. 
G60 (1) Das kleine Maximum zwischen C 
und D verrit noch den geringen 
Phykocyangehalt, das Hauptmaxi- 
mum des Phykoerythrins bei 4 561 
liegt nur wenig rechts von dem von 
Kylin bei 2 569 bis 565 beobach- 
teten. Das zweite Maximum des 
Florideenrots, welches K ylin bei 
4 541—537 feststellte, kommt bei 
meiner Kurve wegen der geringen 
Konzentration héchstens in Form 
einer leichten Unstetigkeit der- 
Ae selben zum Ausdruck, dafiir er- 
scheint das dritte Maximum des Phykoerythrins der Rhodophyceen bei 
A 498—492 auch bei meiner Kurve bei 4 501—489 deutlich ausgeprigt. 
Mit dem urspriinglichen aus Porphyra direkt erhaltenen, rotvioletten 
und braunorange fluorescierenden Extrakt, welches also Phykocyan und 
Phykoerythrin enthialt, wiederholte ich den S. 185 erwihnten Versuch 
Askenasys, durch vorgehaltene farbige Gliser die Fluorescenzfarbe der 
beiden Farbstoffe getrennt zu beobachten. Als Lichtquelle diente eine 
Bogenlampe. Hinter einem vorgehaltenen Rubinglas leuchtet dieses nur 
durch Abzentrifugieren (nicht Filtrieren) geklarte Extrakt in intensivem, 
carminrotem Lichte auf, wihrend in einer reinen Phykoerythrinlésung der 
Lichtkegel kaum zu sehen ist, weil in dieser Lésung die roten Strahlen 
eben keine nennenswerte Absorption erleiden und daher auch keine Fluores- 
cenz hervorrufen kénnen. Das durch ein griines Kupfer-Chromglas gegangene 
Licht. erzeugt in beiden Lésungen nur die orangegelbe Fluorescenz des 
Phykoerythrins, weil die griinen Lichtstrahlen das Phykocyan in viel 
geringerem Mafe entsprechend der geringeren Absorption zur Aussendung 
des roten Lichtes zu erregen vermégen. 
8. 186 wurde der Vermutung Ausdruck gegeben, daB die Befunde von 
Sorby, nach welchen die Koagulationstemperaturen des Phykocyans und 
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Phykoerythrins verschieden zu sein scheinen, zur Hoffnung berechtigen, 
da8 man auf diesem Wege durch entsprechendes Erwirmen eines Gemisches 
dieser Farbstoffe eine der beiden Komponenten wenigstens annahernd rein 
gewinnen kénnte. Diese Vermutung wird durch nachfolgenden Versuch 
mit dem Extrakt aus Porphyra bestatigt. Wird der rotviolette, braunorange 
fluorescierende Auszug, welcher durch Abzentrifugieren geklirt wurde, 
vorsichtig erwirmt, so verandert sich seine Farbe beim Temperaturanstieg 
tiber 50° C allmiahlich, sie wird immer deutlicher rot und die Fluorescenz 
geht verloren, jedoch nur scheinbar infolge der entstehenden Triibung; 
denn das Filtrat dieses erwirmten Extraktes ist rein rot und fluoresciert 
lebhaft orange. Offenbar wird die Phykocyankomponente, deren violettes 
Koagulum auf dem Filter zuriickbleibt, bei niedrigerer Temperatur als das 
Phykoerythrin ausgeflockt, so daB es auf diese Weise gelingt, den letzteren 
Farbstoff rein darzustellen. 
Das so gewonnene Phykoery- 7) 

thrin lieferte nebenstehende Ab- 

sorptionskurve (Abb. 29, hierzu 

- Tabelle XXIX). Das Phykocyan- 

maximum ist verschwunden, die 

Kurve zeigt die Absorption des 

reinen Phykoerythrins. Auch hier 

ist infolge der geringen Konzen- 

tration das Minimum zwischen den 

2 ersten Maximis des Phykoery- 


thrins nicht ausgebildet, die kleine 

Zacke bei 4 548 diirfte ein Mes- 

sungsfehler sein; das dritte Maxi- Q1 

mum bei F ist aber sehr deutlich. 

Des Vergleiches halber ist daneben Abb. 29, 

die Absorptionskurve des Schizophyceenphykoerythrins (gestrichelt) dar- 
gestellt. ® 


Das Phykoerythrin der Rhodophyceen unterscheidet sich 
also sehr wesentlich durch die Absorption von dem der Schizo- 
phyceen. Aber auch in der Farbung der Lésungen dieser beiden 
Farbstoffe glaube ich einen Unterschied beobachtet zu haben. 
Wahrend das Phykoerythrin aus Schizophyceen auch in seiner 
reinsten Form, wie bei Phormidium luridum (Abb. 26) oder 
Porphyridium cruentum (Abb. 27a) rosarote Lésungen und 
blaustichig rotgefirbte Ammoniumsulfatfillungen gibt, ist die 
Lésung des reinen Florideenphykoerythrins eher als fleisch- 
rot zu bezeichnen. Diese etwa vorhandenen Firbungsunter- 
schiede stiinden mit dem Absorptionsvermégen der beiden 
Farbstoffe im Einklang, das Florideenrot verschluckt die blauen 
Strahlen starker. Vielleicht aber ist dabei eine wenn auch spuren- 


13* 
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hafte Beimengung von Phykocyan beim Spaltalgenrot im Spiele. 
In der Fluorescenzfarbe fiel mir kein Unterschied auf. Die 
markanten Unterschiede in der Absorption aber lassen es be- 
rechtigt erscheinen, die neue bisher nur aus Schizophyceen dar- 
gestellte Phykoerythrinmodifikation von dem Florideenrot ab- 
zutrennen und als ,Schizophyceenphykoerythrin“ zu be- 
zeichnen. 


Im Gegensatz zu den nicht wenigen in der Literatur beschriebenen 
Phykocyanmodifikationen sind, wenn man von den veralteten Angaben 
Schiitts iiber a-, f-, y-Phykoerythrin, wo es sich um chemisch ver- 
anderte Stoffe handelt, absieht, eigentlich nur 2 in Rhodophyceen 
aufgefundene Phykoerythrinmodifikationen von Kylin_ beschrieben 
worden, welche sich spektroskopisch jedoch nicht unterscheiden, son- 
dern lediglich durch das Vorhandensein bzw. Fehlen der orangefarbenen 
Fluorescenz. 

Der Farbstoff des hier gleichfalls zu den Schizophyceen gestellten 
Porphyridium cruentum ist wiederholt untersucht worden. Nees 
gelang nicht die Extraktion des Farbstoffes aus ,,Palmella cruenta“, 
Rosanoff erklirte das wasserlésliche Pigment dieser Alge fiir identisch 
mit dem Phykoerythrin der Florideen mit den 3 Absorptionsbanden. 
Sorby schreibt ihr viel ,,pink phycoerythrin“, dessen Maximum bei / 569 
liegt, und daneben wenigstens eine Spur von ,,red phycoerythrin“ mit dem 
Maximum bei / 497 zu. Die unméglichen Angaben Phipsons brauchen 
hier nicht kommentiert zu werden. Von den 4 Absorptionsstreifen, welche 
Nebelung fir diesen Farbstoff anfiihrt, sind die ersten 2 die wichtigsten: 
4 575—562 und 1 550—540. Es diirfte ihm eine Spaltung des Phykoerythrin- 
bandes vorgetéuscht worden sein. Gaidukov(II) halt den Porphyridium- 
farbstoff auf Grund spektroskopischer Untersuchung mit dem Phykoerythrin 
sehr nahe verwandt und Molisch (III) erklart ihn gleichfalls fiir Phyko- 
erythrin, auf die groSe Ahnlichkeit seines Spektrums mit dem des aus 
Ceramium hergestellten Phykoerythrins hinweisend. Nach meinen Unter- 
suchungen deckt sich der Porphyridiumfarbstoff hinsichtlich seiner Ab- 
sorptionsverhaltnisse vollig mit dem Schizophyceenphykoerythrin, wie ich 
es z. B. aus Phormidium luridum (Abb. 26) erhalten habe, und besitzt also 
nur ein Absorptionsmaximum nahe / 550. Wenn nun andere Autoren mehr 
Bander abgebildet haben, so mag dies vielleicht daran liegen, daB ihre 
Farbstofflésungen nicht geniigend rein waren oder daB die Absorption 
im Spektrum nur subjektiv beurteilt wurde. Meine Farbstofflésungen 
waren zuverlissig rein, denn ich kultivierte das Porphyridium cruentum 
auf AgarausguBplatten, auf welchen es, wenn auch nicht rasch, doch zu 
Kolonien heranwichst, welche einen Durchmesser von 1 cm und dariiber 
erlangen. Die Farbung solcher Kolonien ist im durchfallenden Lichte 
pfirsichrot oder phykoerythrinrot, also etwas abweichend von der im auf- 
fallenden Lichte blutrot erscheinenden Farbung, welche diese Alge in der 
Natur aufweist. 
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Fir identisch mit dem Florideenphykoerythrin halt Kylin (II), 
welcher selbst bei Schizophyceen kein Phykoerythrin beobachtete, den von 
Bocat untersuchten roten Farbstoff der von Sauvageau beschriebenen 
,»Myxophycées roses“ (Oscillatoria Cortiana rouge). Doch bediirfen diese 
Befunde Bocats nach den Ergebnissen meiner Untersuchungen der Farb- 
stoffe rotgefirbter Schizophyceen dringend einer Nachpriifung. Auch aus 
den von Gaidukov (I) fiir Oscillatoria sancta und O. caldariorum ab- 
gebildeten Absorptionskurven glaubt K ylin (III) entnehmen zu kénnen, 
daB diese Algen das durch 3 Bander gekennzeichnete Phykoerythrin be- 
sitzen. 

In jiingster Zeit hat endlich Teodoresco (I, II), welcher den soeben 
erwihnten Vermutungen K ylins beipflichtet, seine auf die Auffindung 
von Phykoerythrin bei Schizophyceen gerichteten Untersuchungen mit- 
geteilt. Nach mannigfachen vergeblichen Versuchen erhielt er endlich aus 
einem von der Norm abweichend gefirbten, im Bukarester botanischen 
Garten aufgefundenen Nostoc commune ein rotes, orange fluorescierendes 
Extrakt, dessen Absorptionsspektrum er photographierte. Die veréffent- 
lichten Photogramme sind leider sehr undeutlich reproduziert, es sollen 
aber 3 Absorptionsstreifen zu beobachten sein (I 4 566, Il 4 535, IIT 4 496), 
deren Intensitat in derselben Reihenfolge abnimmt. Er halt daher diesen 
Farbstoff mit dem Florideenrot fiir identisch. Aus einer anderen Nostoc- 
probe erhielt er aber ein violettes Extrakt, welches nur 2 Bander aufwies: 
I bei 4 616 und II bei 4 565. Beide Bander waren fast von gleicher Intensitat. 
Das zweite Band bei / 565 erklart er als das des Phykoerythrins, welches 
nur dann die 3 Bander getrennt zeigen soll, solange die Lésung geniigend 
rein ist. Wenn aber das Extrakt zuviel Verunreinigungen enthalte, so 
ergebe sich im Spektroskop nur ein einziges bei 4 566 ziemlich plétzlich ein- 
setzendes und gegen das violette Ende an Starke allmaihlich abnehmendes 
Band. Ich glaube aber gerade aus dieser von ihm mitgeteilten Beobachtung 
entnehmen zu kénnen, da$ das von ihm aus Nostoc gewonnene Phykoery- 
thrin mit meinem Spaltalgenrot identisch ist, zumal ich dasselbe aus dem 
von mir untersuchten, nicht niher bestimmten Nostoc (Abb. 23) gleichfalls 
gewonnen habe, bei welchem Phykocyan auch nur in Spuren vorkommt. 
Die Spektrumphotographie ist eben mit Fehlern behaftet (Weigert). In 
den violetten und blauen Extrakten aus Nostoc gelang es aber Teodoresco 
das Phykoerythrin vom Phykocyan durch Capillarisation im Filtrierpapier 
zonenweise zu trennen, es geniigten ihm aber die so erhaltenen Mengen 
fiir eine spektroskopische Untersuchung nicht. Doch konnte ich zeigen, 
da8 man auf dem Wege der Capillarisation, welche ich ohne Kenntnis 
der Befunde Teodorescos angewendet habe, fiir spektrophotometrische 
Messungen geniigende Farbstoffmengen erhalten kann. Wenn ich auch in 
all den von mir untersuchten Schizophyceenarten neben Phykocyan nur 
die neue Phykoerythrinmodifikation aufgefunden habe, so soll damit die 
MOglichkeit der Auffindung von typischem Florideenrot in anderen Arten 
nicht rundweg in Abrede gestellt werden. Die bisherigen Angaben dariiber 
erscheinen mir zweifelhaft. In Ubereinstimmung mit meinen Befunden 
aber stehen all die vielen, verstreuten Angaben friiherer Beobachter, welche 
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in den wasserigen Ausziigen aus verschiedenen Schizophyceen neben dem 
Phykocyanband im wesentlichen nur noch einen einzigen, eben dem hier 
beschriebenen Phykoerythrin zugehérigen Streifen gesehen haben’). 


Ubereinstimmung von errechneten und gemessenen Absorptions- 
kurven. 


Die Schizophyceen der I. Gruppe liefern reines Phykocyan, 
die der III. Gruppe reines oder fast reines Phykoerythrin. Addiert 
man nun die zu ein und derselben 
Wellenlange gehérigen relativen Ex- 
tinktionskoeffizienten («= — logtg ¢, 
wie sie in den Tabellen des Anhangs 
verzeichnet sind) je einer Art aus 
der I. und III. Gruppe, so erhilt 
man ,,Mischungskurven“, welche 
alle Eigentiimlichkeiten der Absorp- 
tionskurven der in der II. Gruppe 
vereinigten und neben Phykocyan 
auch Phykoerythrin fiihrenden Schi- 
zophyceen aufweisen, wodurch der 
kombinierte Charakter dieser Kur- 
ven aufs beste veranschaulicht wird. 
Es folgen einige Beispiele solcher 
Kurvenaddition. Sie sind so gewahlt, 
daB mit der gleichen Menge Phyko- 
cyan  steigende Phykoerythrin- 
mengen ,,gemischt“ wurden. Beson- 
ders verwiesen sei auf die durch 
die Summierung der Extinktions- 
koeffizienten bedingte Verschiebung 
des Phykoerythrinmaximums gegen 
das rote Ende des Spektrums. Be- 
treffs der den hier abgebildeten Kurven I—VI (Abb. 30—34) zu- 
grunde liegenden Zahlen sei auf die entsprechenden Tabellen des 
Anhangs verwiesen. 

1) Brieflich teilt mir Prof. Dr. N. Wille eine von ihm gemachte, 
jedoch nicht publizierte Beobachtung mit, welche gleichfalls hierher ge- 
hért: 1888 fand er in 3 Faden Meerestiefe ein auf Laminaria saccharina 


ephiphytisch lebendes Phormidium, welches ganz florideenrot war und 
Phykoerythrin enthielt. 
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Abb. 81. 
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Kurve I: Summierung der Absorptionskurven von Phormidium autum- 
nale var. aeruginea (Abb. 5) und Nostoc spec. (Abb. 22). Hierzu Tabelle 
XXXa. Das Phykoerythrinmaximum ist fast ginzlich verschwunden, der 
Phykoerythringehalt macht sich nur mehr als eine bereits bei 4 575 be- 
ginnende Unstetigkeit des absteigenden 
Astes der Kurve bemerkbar. Hinge- 
wiesen sei auf die Ahnlichkeit dieser 
Kurve mit der von Oscillatoria limosa 9. 
(Abb. 8), wo die Unstetigkeit schon 
bei 4 581] einsetzt. Kurve Il: Sum- gw 
mierung der Absorptionskurven von 
Phormidium autumnale var. aeruginea 230 
(Abb. 5) und Porphyridium cruentum 
(Abb. 27b); hierzu Tabelle XX X b. Trotz 
der héheren Phykoerythrinbeimischung 
kommt es noch nicht zur Ausbildung 
eines zweiten Maximums. Die Kurve Abb. 82. 
wird bei 4 581 unstetig, also an derselben 550 
Stelle wie die der Oscillatoria limosa 
(Abb. 8). 

Kurve III: Summierung§ der 
Absorptionskurven von Phormidium 
autumnale var. aeruginea (Abb. 5) und 
Porphyridium cruentum (Abb. 27a); 
hierzu Tabelle XXXI. Das zu erwar- 
tende Phykoerythrinmaximum ist hier _, 
bereits ausgebildet und erscheint gleich- ~ 
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falls nach links von 1 548 nach i 559 r. 
: Abb. 83. 


verschoben. Man beachte die Ahnlich- 
keit dieser kombinierten Kurve mit der 
etwa fiir Oscillatoria Okeni angegebenen 
(Abb. 7). 

Kurve IV: Summierung der 
Absorptionskurven von Phormidium 
autumnale var. aeruginea (Abb. 5) und 
Phormidium luridum (Abb. 25); hierzu 
Tabelle XXXII. Obwohl der maxi- 
malen Absorption nach das Phykocyan 
das Phykoerythrin tiberwiegt, so ist 3 
doch in der kombinierten Kurve der = 
Phykoerythringipfel etwas héher als der Phykocyangipfel. Das Phykoery- 
thrinmaximum erleidet auch hier durch die Summierung eine Ver- 
schiebung nach links von / 554 nach / 559. Die Ahnlichkeit mit der 
Kurve von Oscillatoria amoena (Abb. 10) ist augenfallig. 

Kurve V: Summierung der Absorptionskurven von Phormidium 
autumnale var. aeruginea (Abb. 5) und Ph. luridum var. fusea (Abb. 23); 
hierzu Tabelle XXXIII. Wihrend die Maxima ihre Lage behaupten, 
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verschiebt sich das Minimum der Ph. luridum var. fusca-Kurve (Abb. 23) 
von 1601 nach / 587. Die Kurve ahnelt sehr den Absorptionskurven von 
Phormidium subfuscum (Abb. 16, 17). Bei allen diesen Kurven ist der 
Phykocyangipfel mehr stumpf, der Phykoerythringipfel spitz geformt. 

Kurve VI: Summierung der Absorptionskurven von Phormidium 
laminosum var. aeruginea (Abb. 2) und Phormidium luridum var. violacea 
(Abb. 26); hierzu Tabelle XXXIV. Das Phykocyanmaximum ist nur mehr 
durch eine Unstetigkeit des aufsteigenden Kurvenastes wie bei Phormidium 
autumnale var. olivacea (Abb. 19) angedeutet. Der Phykoerythringipfel 
zeigt auch hier die Verschiebung nach links von / 548 nach / 559. 


Bezichungen der natiirlichen Farbung der Schizophyceen zu den 
in ihnen vorkommenden wasserléslichen Farbstoffen. 


Den Uberblick tiber das bereits Gesagte und die ndch zu 
besprechenden Beziehungen zwischen der natiirlichen Farbung 
der verschiedenen untersuchten Schizophyceenarten zu der Art 
und dem Gehalt der wasserléslichen Pigmente soll folgende Tabelle 
erleichtern. 

Auch in dieser Tabelle sind die Schizophyceen nach steigendem 
Phykoerythringehalt angeordnet. Man erkennt ohne weiteres, 
daB sich die Farbe des Extraktes und der Fluorescenz immer 
ausgesprochener der des reinen Phykoerythrins nahert, je mehr 
es von diesem Farbstoff enthalt. All die verschiedenen Nuancen 
der Fluorescenz und der im durchfallenden Lichte betrachteten 
Ausziige sind nichts anderes als die Mischfarben der Phykocyan- 
Phykoerythringemische. Wo jedoch der blaue Farbstoff den roten 
an Menge weit iibertrifft, gibt jener die Farbe und Fluorescenz 
des Farbstoffgemisches an. Ein blaues, carminrot fluorescierendes 
Extrakt kann daher sehr wohl auch etwas Phykoerythrin ent- 
halten, das muB in jedem Falle erst die nihere Untersuchung 
ergeben. DemgemaB bilden auch die Farbungen der Ammonium- 
sulfatfallungen eine kontinuierliche Reihe vom Blau des Phyko- 
cyans bis zum Rot des Phykoerythrins. 

Auch die Lagerfarbe und demnach auch die im Mikroskop 
wahrnehmbare Fiarbung der Zellen zeigt deutliche Beziehungen 
zum Phykoerythringehalte. 

Die nur Phykocyan fiihrenden Schizophyceen besitzen die schén blau- 
griine oder spangriine Lagerfarbe, welche ihnen den Namen Blaualgen ein- 
gebracht hat. Schon Kiitzing (I) erklart die spangriine Farbung solcher 
Algen, wie auch einzelner Rhodophyceen aus dem Vorhandensein des 
blauen Phykocyans. Beimengung von Phykoerythrin fiihrt zur Entstehung 
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olivgriiner Lagerfarbungen, und diese nihern sich mit Zunahme der roten 
Komponente immer mehr einem ausgesprochen braunen Farbenton. Aber 
nicht immer gibt sich die Phykoerythringegenwart in der Lagerfarbung 
kund, ein lehrreiches Beispiel gibt Microchaete tenera (?) (24a), bei welcher 
trotz sehr groBen Phykoerythrinreichtums nur eine olivgriine Lagerfarbung 
zustande kommt. Und auch dem olivgriinen Nostoc (Abb. 22) wiirde man 
auBerlich seinen hohen Phykoerythringehalt nicht ansehen. Schizophyceen 
endlich, welche fast nur noch Phykoerythrin fiihren, kénnen violette und 
rote Firbungen aufweisen, so Phormidium luridum (Abb. 26) und Por- 
phyridium cruentum (Abb. 27). Kiitzing (II) erklarte ganz richtig den 
color amethysteus‘‘ durch Gegenwart oder Vorherrschaft des Phyko- 
erythrins. Spiter aber wurden diese Verhiltnisse nicht immer zutreffend 
erkannt. Besonders Koh! will all die mannigfaltigen natiirlichen Farbungen 
der Spaltalgen nur aus dem wechselnden Mengenverhaltnis der 3 von ihm 
in diesen Algen nachgewiesenen Farbstoffe, Chlorophyll, Phykocyan und 
Carotin erklaren und entwirft zu diesem Behufe ein Schema, wie die ver- 
schiedenen Hauptnuancen in der Firbung dieser Algen zustande kommen; 
in manchen Arten soll das Carotin so tiberwiegen und das Chlorophyll so 
zuriicktreten, daB rosenrote Algenfairbungen entstehen. Wenn auch nicht 
in Abrede gestellt wird, daB vielen Schizophyceen ein hoher Carotingehalt 
eigen ist, der dann auch fiir die Gesamtfirbung mitbestimmend werden 
kénnte, so wird nunmehr fiir das Auftreten von rosenroten, purpurnen, 
violetten, braunvioletten und braunen Ténen das Phykoerythrin verant- 
wortlich zu machen sein, wie es K ylin (III) auf Grund der Angaben von 
Bocat und Gaidukov schon vermutet hat. Von anderen Seiten aber ist 
die KohlIsche Vorstellung kritiklos tibernommen worden. 

Ein interessantes Verhalten in dieser Beziehung zeigt Phormidium 
luridum var. violacea (Abb. 25, 26). Junge Kulturen dieser Alge sind rot- 
oder braunviolett gefairbt, mit zunehmendem Alter stellt sich eine mehr 
braune Fiarbung ein. Das Wasserextrakt der braungewordenen Alge aber 
besteht aus reinem Phykoerythrin. An der Farbenwandlung nach Braun 
miissen daher die anderen Pigmente (vielleicht eine Chlorophylizunahme ?) 
schuld sein. 

Wie ich a. a. O. (II) beschrieb, nimmt das olivbraune Phormidium 
Retzii var. nigro-violacea bei in der Nahrlésung entstehendem Eisenmangel 
einen violetten, braunroten und schlieBlich gelbbraunen Farbenton an. Bei 
dieser Eisenchlorose verschwindet allmahlich das Chlorophyll und der 
dieser Alge eigentiimliche rotviolette Farbstoff, der gleichfalls ein Phyko- 
cyan-Phykoerythringemisch reprisentiert (Abb. 11). Je weiter diese Farben- 
wandlung fortschreitet, desto blisser wird der wisserige Auszug. Das aus 
violett gewordenen Rasen hergestellte Extrakt zeigt auBer dem Absorp- 
tionsstreifen im Griin noch ein deutliches Band im Rot, welches den aus 
braunrot gewordenen Kulturen hergestellten Ausziigen schon abgeht. 
Friher fiihrte ich das Verschwinden dieses Phykocyanbandes auf die ab- 
nehmende Konzentration des Gesamtfarbstoffes zuriick, jetzt méchte ich 
aber eine Erklarung hierfiir darin suchen, daB das Phykocyan rascher als 
das: Phykoerythrin verloren geht, so da8 aus der violetten Lagerfirbung 
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eine braunrote entsteht. Dies wire eiae Parallele zu der schon erwahnten 
Beobachtung, da8 solche Farbstoffgemische beim Stehen nach langerer 
Zeit infolge der rascheren Zerstérung des Phykocyans gleichfalls rot werden. 
Es ist eine bekannte Tatsache, daB manche Schizophyceen- 
arten bald griin oder besser blaugriin, bald mehr olivgriin oder 
braunlich angetroffen werden, obwohl es sich um dieselbe Spezies 
handelt. In vielen Fallen wird daran das schwankende Phykocyan- 
Phykoerythrinmengenverhialtnis schuld sein. Der ,,color ame- 
thysteus und ,,chalybeus“, der bei vielen Arten mit dem ,,color 
aerugineus wechselt, wird nach Kiitzing (II) durch die Bei- 
mischung von Phykoerythrin bedingt. Nach meinen Erfahrungen 
kann in der Tat das Mengenverhiltnis FR soci! sl bei ein und 
Phykoerythrin 
derselben Art veranderlich sein. In welchem MaBe aber und 
aus welchen Ursachen das Verhiltnis der beiden Farbstoffe in 
einer Spezies schwankt, werden kiinftige Untersuchungen zu 
zeigen haben. 


Den in der I.Gruppe zusammengefaBten Schizophyceen 
geht das Vermégen zur Ausbildung von Phykoerythrin ab; denn 
trotz langer Beobachtung der Kulturen solcher Algen andert sich 
ihre typische blaugriine oder spangriine Lagerfarbe in keiner 


Weise. Ob die Fahigkeit der in der II. und III. Gruppe behandelten 
Spaltalgen zur Ausbildung des Phykoerythrins ginzlich unter- 
driickt werden kann, ist nicht unmédglich, erscheint mir aber 
zweifelhaft. Denn eine ausgesprochen blaugriine Rasenfairbung 
kommt schon dann zustande, wenn das Phykocyan gleichzeitig 
vorhandenes Phykoerythrin an Menge ibertrifft. 

Manchmal kann man bei ein und derselben Art neben den 
vorherrschend braunlich gefirbten Faden auch rein blaugriine 
beobachten. Eine derartige Doppelfirbung gibt z. B. Sau- 
vageau (I) fiir Lyngbya sordida an (rosenrote und flaschengriine 
Faden), und auch Gaidukov (I) berichtet ahnlich von Oscillatoria 
sancta. Besonders kraB waren solche Unterschiede in der Farbung 
der Faden bei der hier (Abb. 8) untersuchten Probe der Oscillatoria 
limosa zu sehen, wo neben briaunlich gefirbten Faden lebhaft 
blaugriine in groBer Zah] angetroffen wurden. Ich zweifle nicht 
daran, daf die Farbungsdifferenzen durch verschieden starke 
Beimengung des Phykoerythrins hervorgerufen sind. Den Uber- 
gang zwischen diesen beiden Extremen der Farbung vermittelnde 
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Faden waren nicht auffindbar, und die Zellen eines Fadens waren 
entweder durchweg braun oder samtlich griin gefairbt, in der 
Zellenfirbung waren also auch keine Uberginge konstatierbar. 
Dieselbe Erfahrung machte Sau vagea.u (I) an gewissen Lyngbyen. 

Dennoch kommt der Fall, da8 ein und derselbe Faden ver- 
schieden gefiirbt ist, bei Schizophyceen gleichfalls vor. So ist bei 
Naegeli-Schwendener zu lesen: 

»,Bei den Algenfaiden aus der Gruppe der Scytonemeen (Scytonema 
Heerianum Nag. u. a.) erscheint die Scheitelzelle und die nichstliegenden 
Gliederzellen, also die Region, in welcher Neubildung von Phykochrom 
stattfinden muB, stets rétlich bis ziegelrot; dieser Ton geht dann allmihlich 
in Blaugriin tiber und wird in den altesten Zellen braunlich oder braunorange. 
Bei den Flechten mit blaugriinen Gonidien ist diese Farbe in den jiingsten 
Teilen des Thallus in der Regel am schénsten entwickelt und geht in tiefer 
liegenden Schichten des Thallus oder in Thallusschuppen, die von anderen 
bedeckt sind, in Schmutziggelb bis Braunorange iiber.“ 

Es scheint mir in der Tat nicht unwahrscheinlich, daB bei 
einer Spezies vorkommende Schwankungen im Phykoerythrin- 
gehalt eine Funktion des Alters der betreffenden Zellen sein kénn- 
ten. Einschligige Angaben finden sich auch bei Gaidukov (I). 
Interessant wire es ferner, der Frage nachzugehen, ob diese so 
distinkten Farbungsunterschiede, wie ich sie bei Oscillatoria 
limosa beobachtet habe, gewissermaBen als Rasseneigentiimlich- 
keiten angesehen werden kénnten. So hielten sich nach Sau- 
vageau (I) gewisse, aus mehreren Metern Seetiefe eingebrachte 
Schizophyceen verschiedener Farbung wie getrennte Rassen 
durch mehrere Monate. Leider schlugen meine Versuche, diese 
dickfadige Oscillatoria in Kultur zu nehmen, fehl, so da8 sich 
nichts iiber die Entstehung oder den Ausgleich der differenten 
Fadenfirbungen aussagen laBt. 

Vielleicht wird auch die Systematik der Schizophyceen aus diesen 
Feststellungen einigen Nutzen ziehen kénnen. Wie eingangs erwihnt wurde, 
legen die heutigen Systematiker der Farbe dieser Algen nicht die Bedeutung 
eines brauchbaren Artmerkmals bei. Auf die Schwierigkeiten der Erkennung 
der wahren Lagerfirbung in der Natur ist gleichsfalls schon hingewiesen 
worden; die Anlage von Speziesreinkulturen erscheint in dieser Hinsicht 
von besonderer Bedeutung. Freilich reicht das hier vorgelegte Tatsachen- 
material noch nicht aus, um dartun zu kénnen, ob und bis zu welchem Grade 


: Phykocyan 
etwa der Quotient Phykoerythin 
werden kénnte. Jedenfalls aber ist schon der leicht zu fiihrende Nachweis 
von Phykoerythrin in einer Spaltalge fiir Bestimmungszwecke nicht belang- 


maximum als Speziesmerkmal gewertet 
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los. Denn den typisch spangriinen Formen der I. Gruppe fehlt es, soviel 
ich heute sehe, immer, in einzelnen noch blaugriin gefirbten Vertretern 
der II. Gruppe kann es in geringer Menge noch vorhanden sein, so daB aus 
der blaugriinen Lagerfarbe allein noch nicht auf die Abwesenheit desselben 
geschlossen werden darf. In all den iibrigen von Blaugriin abweichend 
nuancierten Arten aber konnte es iiberall nachgewiesen werden. 

Phykoerythrinfiihrende Schizophyceen sind anscheinend sehr ver- 
breitet (siehe Tabelle S. 201). Mit Riicksicht auf das haiufige Vorkommen 
dieses roten Farbstoffes wird es sich vielleicht auch empfehlen, in Hinkunft 
nicht mehr die Namen Blaualgen und Cyanophyceen zu gebrauchen, weil 
das blaue Phykocyan fiir diese Algen nicht charakterististher als das rote 
Phykoerythrin und daher auch die blaugriine Farbung kein durchgreifendes 
Merkmal dieser Algengruppe ist. So ist heute ja auch ihre alte Bezeichnung 
»»Phycochromaceae“ aus dem Gebrauch gezogen. 
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Anhang. 
Tabelle I. Tabelle III. Tabelle V. 

A @ -log tg p A P |—log te p A | P |-1og te 4 
(693)|36° 14’! 0,135 (693)| 38° 10’| 0,105 (693) | 36° 46’| 0,127 
(674)| 29° 35’| 0,246 (674)| 29° 22”! 0,250 (674)| 31° 5’ | 0,220 
655 | 13° 12’! 0,630 655 | 12° 22’! 0,659 655 | 16° 11’| 0,537 
647 | 7°59’! 0,853 639 | 9° 49’| 0,762 647 | 11° 46’| 0,681 
639 | 4°45’! 1,080 630 | 8° 40’| 0,817 639 | 8° 30’| 0,826 
630 | 3°51’; 1,172 625 | 7°59’| 0,853 630 | 6°41’! 0,931 
625 | 3°20’; 1,235 615 | 7°25’! 0,885 625 | 6° 12’) 0,964 
615 | 3° 45’| 1,183 608 | 7°50’! 0,861 615 | 6° 30’| 0,943 
608 | 4°41’| 1,087 601 | 8°41’! 0,816 608 | 7° 34’| 0,877 
601 | 5° 47’| 0,994 594 |10°2’ | 0,752 601 | 8°59’! 0,801 
594 | 7° 0,911 587 | 11° 24’| 0,695 594 | 10° 49’| 0,719 
587 | 8°31’) 0,825 581 |13°31’| 0,619 587 | 12° 22’| 0,659 
581 |10°2’ | 0,752 ° 575 |15° 25’| 0,559 581 |14° 5’| 0,601 
575 | 11° 54’| 0,676 569 |17° 14’| 0,508 575 16° 5’! 0,540 
569 | 14° 10’! 0,598 559 |21° 1’ | 0,415 569 |17° 49’| 0,493 
559 | 18° 42’; 0,470 548 |24° 34’| 0,340 559 21° 49’| 0,398 
548 |23°4’ | 0,371 539 | 27° 59’| 0,275 554 | 23° 24’! 0,365 
539 | 26° 6’ | 0,310 530 |30° 26’| 0,231 548 | 25° 0,331 
530 | 28° 45’| 0,261 515 |33° 11’| 0,184 539 |27° 4’| 0,292 
522 | 30° 46’| 0,225 501 | 35° 24’| 0,148 530 | 29° 25’| 0,249 
515 | 32° 1’ | 0,204 489 |35° 40’| 0,144 522 '31° 2’| 0,221 
501 |33° 54’| 0,173 478 |35° 56’| 0,140 | 515 | 32° 12”| 0,201 
489 |34° 20’| 0,166 501 | 33° 19’| 0,182 
478 |35° 11’! 0,152 478 | 33° 44’| 0,175 

468 |35°11’| 0,152 Tabelle IV. 

a | ? |-log te. Tabelle VI. 

Tabelle ILI. ‘ BBR 
— (693)| 33° 29’| 0,179 i | @ |-lotes 
a ? |-log tee (674)| 29° 49| 0,242 Sai GEER 
= 655 |17° 34’| 0,500 (693)| 37° 40’ | 0,112 
(693)| 36° 6’ | 0,137 647 |11° 9’| 0,705 (674)| 35° 11’| 0,152 
(674)| 29° 57’| 0,239 639 | 6°47’! 0,925 647 | 28° 29’| 0,266 
639 | 20° 15’| 0,433 630 | 4°50’! 1,073 639 |27° 6’| 0,291 
630 |19°41’| 0,446 625 | 4° 20’! 1,120 630 | 26° 36’| 0,300 
625 | 19° 20’! 0,455 615 | 4°10’! 1,138 625 | 26° 24’| 0,304 
615 | 19° 0,463 608 | 4°50’! 1,073 615 | 26° 20’| 0,305 
608 | 19° 35’| 0,449 601 | 5°41’! 1,002 608 |26° 5’; 0,310 
601 | 20° 0,439 594 | 6°41’! 0,931 601 | 26° 17’| 0,306 
594 20° 34’! 0,426 587 | 7°39’) 0,872 594 | 26° 27’| 0,030 
587 21° 36’| 0,402 581 | 8° 32’! 0,824 587 | 27° 11’| 0,289 
581 | 22° 37’| 0,380 575 | 9°10’! 0,792 581 |28° 9’! 0,272 
575 24° 11’! 0,348 569 | 10° 0,754 569 |29° 59”| 0,239 
569 25° 32’| 0,321 559 | 12° 22’| 0,659 559 | 31° 39’) 0,210 
559 27° 46’| 0,279 554 | 13° 42’| 0,613 548 32° 56’) 0,189 
548 29° 32’! 0,247 548 | 15° 26’| 0,559 530 | 34°51’| 0,157 
530 31°37’! 0,211 539 | 18° 14’; 0,482 515 | 35° 32’) 0,146 
515 32° 36’! 0,194 530 20° 35’| 0,425 489 |36° 5’| 0,137 

489 |34° 11’! 0,168 522 | 22° 54’| 0,374 

515 |24° 6’ | 0,349 

501 | 26° 11’| 0,308 

489 | 26°9’ | 0,309 








a! nes mete “agen cain cs OS 


eRe: 








eae IETS 
Ba pe SP RRMA SO 


ants 


pane 
















































































208 K. Boresch: 

Tabelle VII. Tabelle IX. Tabelle XI. 

A 7 |-log te A Pp -logtgy A 7 —log tg y 
(693)| 38° 55’, 0,093 (693)! 35° 25’| 0,148 (693)| 35° -6’| 0,153 
(674) | 35° 56’) 0,140 (674) 28° 51’| 0,259 (674)| 28° 14’) 0,270 
655 | 25° 39’) 0,319 647 |17° 47’| 0,494 655 | 15° 5’| 0,569 
647 | 21° 47’| 0,398 639 | 15° 40’) 0,552 647 | 12° 47’! 0,644 
639 | 18° 15’; 0,482 630 | 13° 40’| 0,614 639 |10° 1’| 0,753 
630 | 15° 42’| 0,551 625 | 12°59’| 0,637 630 | 7° 29’) 0,882 
625 | 14° 46’) 0,579 615 |13° 7’| 0,633 625 | 6° 25’! 0,949 
615 | 14°15’) 0,595 608 |13° 42’| 0,603 615 | 5°46’) 0,996 
608 |15° 5’, 0,569 601 | 14° 20’) 0,593 608 | 6° 29’| 0,944 
601 | 16° 26’) 0,530 594 | 14°59’) 0,572 601 | 7°27’! 0,884 
494 |18° 2”| 0,487 587 | 15° 59’| 0,543 594 | 8°35’! 0,821 
587 | 19° 49’| 0,443 581 |16°17’| 0,534 587 | 8° 32’| 0,824 
581 |20° 21’) 0,434 575 | 15° 45’| 0,550 581 | 7° 1’| 0,910 
575 |20° 9’) 0,435 569 | 15° 9’| 0,567 575 | 4°49’| 1,074 
569 |19° 46’) 0,444 559 |14° 20'| 0,593 569 | 3°17’| 1,241 
559 |20° 42’| 0,423 554 | 14° 42’| 0,581 559 | 3°24’| 1,226 
554 | 22°19’) 0,387 548 |15°15’| 0,564 554 | 4° 7’| 1143 
548 |23° 40’! 0,358 539 |17° 7’| 0,512 548 | 5° 7’| 1,048 
539 |26° 21’| 0,305 530 | 19° 45’| 0,445 539 | 7° 46’| 0,865 
530 | 28° 37’| 0,263 522 |22° 2’! 0,393 530 | 10° 22’| 0,738 
522 | 30° 34’| 0,229 515 |25° 37’! 0,319 522 | 12° 50’| 0,642 
515 | 32° 29’, 0,196 508 |26° 5’| 0,310 515 |16° 19’| 0,534 
501 | 34° 36’| 0,161 489 | 28° 55’) 0,258 501 | 22° 20’| 0,386 
489 36° 1’| 0,138 478 |30° 14’) 0,234 489 | 26° 20’| 0,305 
478 | 36° 21’) 0,133 468 |31° 10’) 0,218 a78 28° 52’| 0,259 
468 | 36° 42’| 0,128 Tabelle X. 68 |30° 5’| 0,237 

Tabelle XII. 

Tabelle VIII. a.| @ |-logtep 

a ee ee i | ¢ | -108 te 

2 | @ |-logtee (693) 35° 37’| 0,145 = 
— (674)| 31°59’) 0,204 (693)| 39° 34”| 0,083 
(693)|39° 7’| 0,090 647 | 21° 36’) 0,402 (674)| 36° 16’| 0,134 
(674)| 37° 30’| 0,115 639 | 20° 27’| 0,428 639 | 28° 37’| 0,263 
655 | 32°47’| 0,191 630 | 19° 35’) 0,449 630 | 26° 52’| 0,295 
639 | 30° 15’| 0,234 625 | 18° 46’| 0,469 625 |26° 1’| 0,311 
625 | 28° 49’| 0,260 615 |19° 4’| 0,461 615 | 25° 50’| 0,315 
615 | 27° 56’| 0,276 608 | 19° 34’| 0,449 608 | 26° 4’| 0,311 
601 | 28° 37’| 0,263 601 | 19° 54’| 0,441 601 | 26° 36’! 0,300 
594 | 29° 14’| 0,252 594 |21°11’| 0,412 594 |27° 0,293 
587 |29° 45’| 0,243 587 |21° 32’| 0,404 587 |27° 6’| 0,291 
581 | 30° 24’| 0,232 581 | 21° 25’| 0,406 581 | 26° 40’| 0,299 
569 | 30° 29’| 0,227 575 | 20° 57’| 0,417 575 |25°11’| 0,328 
559 | 31° 20’| 0,216 569 | 19° 34’) 0,449 569 | 22° 52’| 0,375 
548 |32° 6’| 0,203 559 | 17° 29’| 0,502 559 |21° 4’| 0,414 
539 | 33° 22’ 0,181 554 |17° 6’| 0,512 554 | 21°54’) 0,396 
530 |34° 1’| 0,171 548 | 17° 26’| 0,503 548 (22° 50’| 0,376 
522 |34°57’| 0,116 539 | 19° 15’| 0,457 539 24° 1’| 0,351 
515 | 35° 32’| 0,146 530 |21° 22’| 0,408 530 26°21’ 0,305 
489 |35° 42’| 0,144 522 |23°59’| 0,352 522 | 27° 50’| 0,277 
478 | 35° 52’| 0,141 515 | 25° 45’| 0,317 515 | 29° 37’| 0,245 

501 |29° 2’| 0,256 501 32° 1’! 0,204 
489 30° 49’| 0,224 489 | 33° 46’| 0,175 
478 31° 44’| 0,209 478 35°12’, 0,152 
468 | 32°19’| 0,199 468 35°31’) 0,146 
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Tabelle XIII. Tabelle XV. Tabelle XVII. 


4 a 1 log tg p A 7 fi log tg p A P |-log tg » 
(693) | 38° 52’ | 0,094 (693) 38° 1’, 0,107 (693) | 35° 56’) 0,140 
(674)| 37° 42’| 0,112 (674) 29°41’ 0,244 (674) 30°17’) 0,234 
655 | 34°52’! 0,157 655 | 14° 52’| 0,576 655 |21°40’| 0,401 
647 |31°37’| 0,211 647 | 13° 34’) 0,617 639 |19°57’ 0,440 
639 | 28° 22’ 0,268 639 | 12° 11’| 0,666 630 | 19° 17’! 0,456 
630 |2€° 7’) 0,310 630 | 11° 36’) 0,688 625 | 18°56’! 0,465 
625 |25°17’| 0,326 625 | 10° 14’! 0,743 615 19°10’ 0,459 
615 |24° 54’! 0,333 615 | 10° 16’! 0,742 608 | 19° 40’ 0,447 
608 |25° 22’! 0,324 608 | 11° 26’| 0,694 594 |21° 7’| 0,413 
601 | 26°11’) 0,308 601 |12° 5’! 0,642 581 |21° 59’! 0,394 
587 | 27° 32’| 0,283 594 | 13° 24’| 0,623 575 21° 6’| 0,414 
581 | 28° 19’| 0,269 587 |13°45’| 0,601 559 |18° 44’! 0,470 
575 |29° 10’| 0,253 581 11° 42’| 0,684 554 |19° 32’) 0,450 
569 '30° 2”| 0,238 575 | 7°34’| 0,877 539 | 22°21’) 0,386 
559 |31° 35’) 0,211 569 | 3°51’! 1,172 522 |25° 24’| 0,323 
548 | 32°57’! 0,188 559 | 1° 9’) 1,697 501 | 29° 22’| 0,250 
539 (34° 6’) 0,169 554 | 1°37’) 1,549 478 | 30° 35’| 0,228 
530 | 35°27’; 0,148 548 | 2°11’) 1,419 
522 |36° 2’| 0,138 539 | 2’| 1,170 
515 | 36° 41’| 0,128 530 | | 0,991 Tabelle XVII. 
501 | 36°52’) 0,125 522 | 0,835 ren GREED Ere 
489 |27° 22’. 0,117 515 | 0,679 ‘ ? |-logtep 
478 | 37° 30’ 0,115 510 | 19° 19’| 0,455 a 
459 37°47’| 0.111 aS) Se 

( 35° 55’| 0,156 
Tabelle XIV. Tabelle XVI. 55 | 28° 21’) 0,268 
39 |23° 4’ 0,371 
a / |- log tag a Y |-log tap 19° 54’! 0,441 
Se ae ees 19° 36’| 0,448 
(693) | 38° 26’| 0,100 (693)! 35° 56’| 0,140 19° 45’| 0,445 
(674) | 34° 11’| 0,168 (674)| 29° 24’| 0,249 20° 29’| 0,428 
655 |24°47’| 0,336 647 |20° 6’| 0,437 20° 16’| 0,433 
647 | 22°51’! 0,375 639 | 19° 57’| 0,440 0,482 
639 | 21° 52’| 0,397 630 | 19° 31’| 0,450 0,828 
630 0,427 625 |19° 6’| 0,461 1,041 
625 0,433 615 |19° 29’| 0,451 0,984 
615 0,420 608 |20° 2’| 0,438 0,928 
608 0,401 601 | 20° 11’| 0,435 0,780 
601 0,386 594 |21° 9’| 0,412 0,675 
594 0,383 587 |21° 45’| 0,399 0,569 
587 4’| 0,403 581 |21° 24’| 0,407 0,474 
581 0,473 575 |19° 42’| 0,446 501 | 25° 32’| 0,321 
575 0,584 569 |16° 11’| 0,537 489 |30° 7’| 0,237 
569 0,660 559 | 14° 0,603 478 | 32° 37’| 0,194 
559 0,657 554 | 14° 45’| 0,580 468 | 33° 37’| 0,177 
554 0,610 548 |15°57’! 9,544 
548 0,562 539 | 17° 46’| 0,492 
539 0,475 530 | 19° 45’| 0,445 
530 2’| 0,419 522 |21° 49’| 0,398 
522 0,351 515 |23° 52’| 0,354 
515 0,293 501 |27° 35’) 0,282 
501 0,221 489 |30° 1’ 0,238 
489 0,181 478 |31° 7’| 0,219 
478 1,046 468 |31° 46’) 0,208 
468 0,138 
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Tabelle XIX. 
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(693) 
(674) 
647 








625 
615 
608 
601 
587 
581 
575 
569 
559 
554 
548 
539 
530 
522 
516 
501 


























478 






630 |° 


489 | 


37° 4’ | 








| 33° 25’| 


Tabelle XX. 


A | ? |-tog te ¢ 


0,122 


| 0,147 
0,213 
| 0,226 
0,231 


0,237 
0,241 
0,243 


| 0,243 


0,258 


| 0,303 
| 0,358 


0,422 
0,408 
0,381 
0,341 
0,313 
0,287 
0,229 
0,215 
0,197 
0,181 


A 


| @ 


Tabelle XXI. 


—log tg ¢ 











A 









(693) 
(674) 
655 
639 
630 
625 
615 
608 
601 
594 
































ai 


37° 37’| 
32° 35! 
26° 30’ 
25° 54’ 
95° 29’ 
24° 52’ 
25° 207 
25° 29’ 























0,194 
0,302 
0,314 
0,324 
0,334 
0,235 
0,322 


0,298 


—log tg y 


(693) 
(674) 
655 
647 
630 
625 
615 
608 
601 
594 
587 
581 
575 
569 
559 
554 
548 
539 
530 
522 
515 
501 
489 
478 
468 


39° 37’ 
37° 10’ 
33° 45’ 
33° 17’ 
32° 39’ 
32° 15’ 
32° 19’ 
32° 20’ 
33° 1’ 

33° 39’ 
34° 5’ 

34° 15’ 
34° 34’ 
35° 5’ 

35° 35’ 
35° 54’ 
36° 6’ 

36° 50’ 
36° 51’ 
|37° 21’ 
137° 35’ 
38° 35’ 
38° 49’ 
38° 57’ 
| 39° 11’ 





0,082 
0,120 
0,175 
0,183 
0,193 
0,200 
0,199 
0,199 
0,187 
0,177 
0,170 
0,167 
0,162 
0,153 
0,145 
0,140 
0,137 
0,125 
0,125 
0,117 
0,114 
0,098 
0,094 
0,092 
0,089 





Tabelle XXII. 








4 


Y 


|-log te 





(693) 
(674) 
655 
639 
625 
615 
608 
601 
587 
581 
575 
569 
559 
548 
538 
530 
522 
515 
501 


39° 1’ 

38° 42’ 
38° 35’ 
37° 50’ 
37° 7’ 

37° 20’ 
37° 32’ 
37° 21’ 
36° 47’ 
36° 2’ 

34 °52’ 
32° 50’ 
30° 41’ 
30° 39’ 
31° 20’ 
32° 34’ 
33° 41’ 
34° 9’ 





34° 59’ 


0,091 
0,096 
0,098 
0,110 
0,121 
0,118 
0,115 
0,117 
0,126 
0,138 
0,157 
0,190 
0,227 
0,227 
0,216 
0,195 
0,176 
0,169 
0,155 








Tabelle XXIII. 





a 





P 


|~log te p 





(693) 
(674) 33° 46”, 


655 
639 
630 
625 
615 
608 
601 
594 
587 


581 | 


575 
569 
559 
554 
548 
539 
530 
522 
515 
501 


489 | 25°51’) 


| 36° 297 


/27° 40’ 
|22° 44’ 


(20° 39° | 


| 19° 49° 
119° 21’ 
120° 5’ 
20° 37’ 
20° 24’ 
18° 19’ 





| 20° 6’ 





478 | 29° 52’| 
468 |31° 25’, 


Tabelle XXIVa. 


0,131 
0,175 
0,280 
0,378 
0,424 
0,443 
0,454 
0,437 
0,425 
0,430 
0,480 
0,645 
0,893 
1,216 
1,717 
1,536 
1,393 
1,145 
0,970 
0,814 
0,661 
0,437 
0,315 
0,241 
0,214 








A 


| 


_” _|-loster 





(693) 
(674) 
655 
639 
630 
625 
615 
608 
601 
594 
587 
581 
575 
569 
559 
554 
548 
539 
530 
522 
515 
501 
489 
478 
468 


38° 44’ 
37° 25 
36° 21’ 
35° 51’ 
35° 51’ 
35° 50’ 
36° 44’ 
36° 44’ 
36° 39’ 


| 35° 39’ 


33° 9’ 
27° 53’ 
21° 31’ 
15° 56’ 
13° 19’ 
13° 50’ 
14° 54’ 
dee. ¥ 
19° 22’ 
22° 24’ 
24° 47’ 
28° 57’ 
31° 10’ 
32° 11’ 
33° 12’ 








0,096 
0,116 
0,133 
0,141 
0,141 
0,141 
0,127 
0,127 
0,128 
0,144 
0,185 
0,276 
0,404 
0,544 
0,626 
0,609 
0,575 
0,514 
0,454 
0,385 
0,336 
0,257 
0,218 
0,201 
0,184 
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Tabelle XXIVb. 


Tabelle XXVI. 


Tabelle XXVIIb. 





2 | @ |-lostee 


601 
594 
587 
581 
575 
569 
559 
554 
548 
539 
530 
522 
515 
508 
501 
595 
489 
484 
478 


473 | 34° 46’ 


36° 26’| 0,132 
35° 35’| 0,145 
33°17’) 0,183 
28°10’) 0,271 
21°55’| 0,395 
16° 30’| 0,528 
13° 30’) 0,620 
13° 54’| 0,606 
14° 55’| 0,574 
17° 5’ | 0,512 
19° 27’| 0,452 
22° 15’| 0,388 
24° 57’| 0,332 
27° 27’| 0,284 
29° 45’| 0,243 
31°17'| 0,216 





32° 16’) 0,200 
33° 31’) 0,179 


133° 55’) 0,172 





0,159 


Tabelle XXV. 








a 


Y |-los te 





(693) 
(674) 
655 





| 
36° 11’| 0,136 
33° 44’) 0,175 
29° 52’| 0,241 
639 | 28° 
26° 55’| 0,294 
26° 54’) 0,295 
26° 6’ 
25° 46’; 0,316 
25° 37’| 0,319 
25° 26’| 0,323 
24° 25’! 0,343 
22° 11’! 0,390 
18° 15’| 0,482 
12° 52’| 0,641 


0,274 


0,310 


7° 45’| 0,866 
7° 32’| 0,879 
8°4’ | 0,849 
9° 51’| 0,760 


12° 29’, 0,655 
14° 44’| 0,580 
17° 30’| 0,501 
23° 24’| 0,364 
26° 35’| 0,301 
|29° 26’| 0,249 
130° 7’ 





| 0,237 


es Seen 
4 | F |~log tg p 


(693) | 35° 50’| 0,141 
655 |34° 40’) 0,160 
639 | 33° 45’| 0,175 
625 | 32° 32’) 0,195 
608 |31° 26’) 0,214 
594 |29° 50’! 0,241 
581 | 26° 42’| 0,298 
569 |17° 31’, 0,501 
559 |11° 15’) 0,701 
557 |10° 50’! 0,718 
552 | 10° 32’| 0,231 
548 | 10° 36’| 0,728 
544 |10° 41’| 0,724 
541 |11° 19’| 0,699 
537 | 12° 19’| 0,661 
534 |13° 1’| 0,636 
530 | 14° 11’| 0,597 
527 |15° 9°| 0,567 
524 |16° 2’| 0,542 
521 | 16° 50’| 0,519 
518 |17° 37’| 0,498 
515 |18°51’| 0,467 
511 20° 5’| 0,437 
508 21° 9’| 0,412 
501 |23° 44’| 0,357 
489 27° 6’| 0,291 
487 |29°41’| 0,244 
468 |31°17’| 0,216 








Tabelle XXVIlIa. 
qe ae log tee 





(674)! 37° 47’| 0,110 
655 |37° 19’! 0,128 
647 |36° 22’) 0,133 
630 (35° = |-(0,155 
615 |35° 5’) 0,153 
601 | 34° 25’! 0,164 
594 |33° 56’! 0,172 
587 | 32° 22’) 0,198 
581 |30° 21’) 0,232 
575 | 26° 35’| 0,301 
569 | 21° 42’! 0,400 
559 |17° 5’| 0,512 
554 | 16°57’! 0,516 
548 16°31’ 0,528 
530 | 17° 26’; 0,503 
515 | 21°37’! 0,402 
501 |25° 2”| 0,331 
489 | 27° 47’| 0,278 
478 30° 15’| 0,234 
468 31°5’ | 0,220 
459 31° 36’| 0,211 





a ¢ |— log tg g 
601 | 40° 36’) 0,067 
594 | 39° 34’| 0,083 
587 | 38° 17'| 0,103 
581 | 36° 21’| 0,133 
575 | 33° 11’| 0,184 
596 | 30° 55’| 0,223 
559 | 28° 5’| 0,273 
554 | 27° 34’| 0,282 
548 | 26° 40’| 0,299 
539 | 27° 56’| 0,276 
530 | 29° 1’| 0,256 
522 130° 9°) 0,236 
515 | 31° 12’; 0,218 
508 | 32° 1’| 0,204 
501 | 33° 17’| 0,183 
595 | 33° 47’| 0,175 
489 | 34° 14’| 1,167 
484 | 34° 54’| 0,156 
478 | 35° 27’| 0,148 
473 | 35° 22’| 0,149 
468 36° 11’| 0,136 








Tabelle XXVIII. 





-log tg ¢ 


(693)|42° 15’ 0,042 
655 |40° 35’) 0,067 
639 | 38°47’, 0,095 
625 |37° 1’) 0,123 
615 | 36° 34’, 0,130 
608 |37° 36’) 0,113 
594 |38° 1’ 0,107 
587 |36° 40’ 0,128 
581 | 33°12’, 0,184 
569 |19° 4’) 0,461 
561 | 15° 52’| 0,546 
557 |16° 2’) 0,542 
552 |16° 21’) 0,533 
548 | 16° 45’| 0,521 
544 |16°51’| 0,519 
541 |17° 5’| 0,512 
537 |17° 29’| 0,502 
18° 14’| 0,482 
530 | 18° 44’| 0,470 
527 | 19° 24’| 0,453 
524 | 20° 29’| 0,428 
521 | 21°40’! 0,401 
515 |24° 2’) 0,351 
508 24°49’) 0,335 
501 | 24°15’) 0,346 
489 | 24° 25’| 0,343 
478 | 29° 32’| 0,247 
468 | 30° 34’| 0,229 
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Tabelle XXIX. 









— —— — 































































































































A @ | -log stan | 4 ee ee -logtee | 4 | © | ~loater 
(693) | 39° 24’ | 0,085 552 2 | 18° 26’ | 0,477 | 515 | 28° 21’ 0,365 
655 38° 9’ | 0,100 | 548 | 18°15’ | 0,482 | 511 | 23°56’ | 0,353 
625 | 37°45’! 0,111 544 | 18°40’ | 0,471 508 | 23°55’ | 0,353 
615 | 37°31’ | 0,115 | 541 | 18°47’| 0,468 | 501 | 23° 1’| 0,372 
608 | 37°21’ | 0,117 537 | 18°56’ | 0,465 | 489 | 22°45’) 0,397 
594 | 36°16’ | 0,134 534 | 19°44’ | 0,445 | 478 | 26°57’ | 0,294 
587 | 35°32’| 0,146 | 531 | 19°56’| 0,441 | 468 | 28°41’ | 0,262 
581 | 31°55’ | 0,206 | 527 | 20°31’| 0,427 | 459 | 30°15’ | 0,234 
569 | 20°10’! 0,435 524 | 21°22’! 0,408 | 450 30° 56’ | 0,222 
561 17° 51’ | 0,492 521 | 21° 55’ | 0,395 j 
557 | 18° 5’ | 0,486 518 | 22°41’; 0,379 

Tabelle XXXa. Tabelle XXXI. 
A «Werte | e-Werte | &% . en P e-Werte | «Werte | + x0 
Tabelle 5 | Tabelle 22 L ee 5 | Tabelle a 2 
(693) | 0,1266 | 0,0914 0,1090 (674) 0,2197 0,1106 | 0,1652 
(674); 0,2197 0,0963 | 0,1580 655 | Q,5373 0,1279 | 0,3326 
655 | 0,5373 0,0981 | 0,3177 647 | 0,6813 0,1329 | 0,4071 
639 | 0,8255 0,1098 | 0,4677 630 | 0,9312 0,1548 | 0,5430 
625 | 0,9640 0,1212 | 0,5426 615 | 0,9433 0,1534 | 0,5484 
615 | 0,9433 0,1176 | 0,5305 601 | 0,8011 0,1642 | 0,4827 
608 | 0,8767 0,1145 | 0,4956 594 | 0,7188 0,1721 | 0.4455 
601 | 0,8011 0,1174 | 0,4593 587 | 0,6591 0,1981 | 0,4286 
587 | 0,6591 0,1263 | 0,3927 581 | 0,6006 0.2325 | 0,4166 
581 | 0,6006 | 0,1382 | 0,3694 575 | 0,5401 0,3007 | 0,4204 
575 | 0,5401 0,1569 | 0,3485 569 | 0,4930 0,4002 | 0,4466 
569 | 0,4930 0,1903 | 0,3417 559 | 0,3976 0,5124 | 0,4550 
559 | 0,3976 | 0,2267 | 0,3122 554 | 0,3648 0,5160 | 0,4404 
548 | 0,3313 0,2273 | 0,2773 548 | 0,3313 0,5279 | 0,4296 
538 | 0,2916 | 0,2155 | 0,2536 530 | 0,2488 0,5030 | 0,3759 
530 | 0,2488 0,1947 | 0,2218 515 | 0,2008 0,4020 | 0,3014 
522 | 0,2207 0,1762 | 0,1985 501 | 0,1822 0,3307 | 0,2565 
515 | 0,2008 0,1686 | 0,1847 478 | 0,1754 0,2342 | 0,2048 
501 | 0,1822 | 0,1550 | 0,1686 468 | 0,1713 0,2198 | 0,1956 
Tabelle XXXb. Tabelle XXXII. 
2 e-Werte e-Werte |. sob 2 e-Werte | «Werte | +s 
Tabelle5 |Tabelle27p| °°” Tabelle 5 | Tabelle 25 2 
601 | 0,8011 0,0670 | 0,8681 (693)| 0,1266 0,1358 | 0,1312 
594 | 0,7188 0,0827 | 0,8015 (674)|} 0,2197 0,1754 | 0,1976 
587 | 0,6591 0,1028 | 0,7619 655 | 0,5373 0,2409 | 0,3891 
581 | 0,6006 | 0,1332 | 0,7338 639 | 0,8255 0,2743 | 0,5499 
575 | 0,5401 0,1844 | 0,7245 630 | 0,9312 | 0,2944 | 0,6128 
569 | 0,4930 | 0,2227 | 0,7157 625 | 0,9640 | 0,2947 | 0,6294 
559 | 0,3976 0,2728 | 0,6704 615 | 0,9433 0,3099 | 0,6266 
554 | 0,3648 0,2823 | 0,6471 608 | 0,8767 0,3163 | 0,5965 
548 | 0,3313 0,2991 | 0,6304 601 | 0,8011 0,3192 | 0,5602 
539 | 0,2916 | 0,2756 | 0,5672 594 | 0,7188 0,3228 | 0,5208 
530 | 0,2488 0,2560 | 0,5048 587 | 0,6591 0,3430 | 0,501) 
522 | 0,2207 0,2359 | 0,4566 581 | 0,6006 0,3896 | 0,4951 
515 | 0,2008 0,2178 | 0,4186 575 | 0,5401 0,4818 | 0,5110 
501 | 0,1828 0,1822 | 0,3650 569 | 0,4930 0,6413 | 0,5672 
478 | 0,1754 | 0,1475 | 0,3229 559 | 0,3976 0,8662 | 0,6319 
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Tabelle XXXII (Fortsetz.). Tabelle XXXIII (Fortsetz.). 














| e-Werte | e-Werte | ¢ + fa A e-Werte | e-Werte | + #s 
| Tabelle 5 | Tabelle 26 2 | Tabelle 5 | Tabelle 23 2 
554 | 0,3648 | 08786 | 0,6217 559 0,3976 | 41,7167 | 1,0572 
548 | 0.3313 | 0,8486 | 0.5900 554 0,3648 | 1,5362 | 0.9505 

| 0,2916 | 0,7604 | 0,5260 548 03313 | 1,3930 | 0.8622 

| 0.2488 | 0,6548 | 0,4518 539 | 0,2916 | 1,1446 | 0,7181 
522 | 0,2207 | 0,5801 | 0.4004 530) 0,2488 | 0,9700 | 0,6094 
| 0,2008 | 0,5013 | 0.3511 522) 0,2207 | 0,8136 | 0.5172 
501 | 0,1822 | 0,3638 0.2730 515 | 0,2008 | 0,6609 | 0,4309 
478 | 0,1754 | 0.2485 0,2120 501 | 0,1822 | 0,4366 | 0,3094 
468 | 0,1713 | 0,2365 | 0,2039 478 | 0,1754 | 0,2409 | 0,2082 
468 | 0,1713 | 0,2141 | 0,1927 








Tabelle XXXIII. 
| e-Werte | «Werte | ¢s+ em Tabelle XXXIV. 


| Tabelle & | Tabelle 23| = 2 




















ot SEHR aerate is , | #Werte | «Werte | fat x 
(693) 0,1266 | 0,1311 | 0,1289 | Tabelle 2 | Tabelle 26 2 
(674); 0,2197 | 0,1748 | 0,1973 = = === 

655 0,5373 | 0,2805 | 0,4089 (693); 0,1372 | 0,1413 | 0,1393 

639 | 0,8255 | 0,3778 | 0,6017 639 | 0,4331 | 0,1751 | 0,3041 

630 0,9312 | 0,4238 | 0,6775 625 0,4549 0,1953 | 0,3251 


625 | 0,9640 | 0,4433 § 0,7037 608 | 0,4489 | 0,2138 | 0,3314 
615 | 0,9433 0,4545 | 0,6989 594°} 0,4257 0,2415  0,3336 
608 | 0,8767 | 0,4370 | 0,6569 581 | 0,3803 | 0,2985  0,3394 


601 | 0,8011 0,4246 | 0,6129 596 | 0,3209 | 0,5008 | 0,4109 
594 | 0,7188 | 0,4296 | 0,5742 559 | 0,2786 | 0,7013  0,4900 
587 | 0,6591 | 0,4801 | 0,5696 548 | 0,2468 | 0.7278 | 0,4873 
581 | 0,6006 | 0,6454 | 0,6230 530 | 0,2107 | 0,5973 | 0,4040 
575 | 0,5401 | 0,8934 | 0,7168 515 | 0,1941 | 0,4667 | 0,3304 
569 | 0,4930 1,2156  0,8543 489 | 0,1680 | 0,2910 | 0,2295 


Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse. 


Eine gréBere Zahl von Schizophyceen, welche meistenteils 
in Speziesreinkultur geziichtet wurden, wurde auf ihre wasser- 
léslichen Farbstoffe durch spektrophotometrische Messung der 
Absorption ihrer wasserigen Extrakte untersucht. Ein Teil dieser 
Schizophyceen enthalt nur einen blauen Farbstoff, das von K ylin 
als blaugriine Modifikation bezeichnete Phykocyan. Andere 
Phykocyanmodifikationen wurden in den hier untersuchten Arten 
nicht aufgefunden. Viele Schizophyceenspezies enthalten neben 
diesem Phykocyan in verschiedener Menge noch einen roten 
Farbstoff mit orangegelber Fluorescenz und nur einem Absorptions- 
maximum im Griin zwischen den Frauenhoferschen Linien D 
und E, welcher deshalb und, weil vom Florideenrot verschieden, 
als ,,Schizophyceenphykoerythrin“ bezeichnet wurde. Durch 
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Capillaranalyse gelingt die Abtrennung dieses Farbstoffes vom 
Phyk . In einigen Schizophyceen tritt die neue Phyko- 
erythrinmodifikation fast oder vielleicht ganz ausschlieBlich auf, 
so auch in Porphyridium cruentum. Das in Rhodophyceen vor- 
kommende Phykoerythrin wurde in den hier untersuchten Schizo- 
phyceen nirgends angetroffen. Die wasserléslichen Farbstoffe 
dieser Algen bestimmen in erster Linie die Farbung ihres Lagers. 
(Siehe Tabelle 8. 201.) 
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Studien iiber die Urease. 
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Kapitel I. 
Einleitung. 


1. Urease nennt man nach dem Vorschlage Mig uels!*1) 
(S. 83) das Enzym, unter dessen Mitwirkung Harnstoff in Lésung 
rasch die Elemente des Wassers aufnimmt und in Ammonium- 
carbonat tibergeht: 


CO(NH,), -+ 2 H,O -> (NH,),CO,. 


Dies Enzym findet sich iiberall: in der Luft, in den Wissern 
und im Erdboden — teils an Bakterien gebunden, teils frei in 
Pflanzenteilen. Der gréB8te Teil des von Menschen und Tieren 
aufgenommenen Stickstoffs wird von dem Organismus als Harn- 
stoff abgeschieden. Ein erwachsener Mensch produziert davon 
etwa 30g taglich. Durch die obenerwihnte Reaktion wird der 
Stickstoff und Kohlenstoff des abgeschiedenen Harnstoffs in 
eine fiir die Pflanzen leicht assimilierbare Form iibergefiihrt, 
zumal mehrere harnstoffspaltende Bakterien auch nitrifizierende 
Enzyme enthalten (Viehoever!) §. 272). Auf diese Weise ist 
per Kreislauf des Stickstoffs in der Natur gesichert. 

Anm. Ein Teil des assimilierten Stickstoffs wird als Harnséure aus- 
geschieden (besonders bei den Végeln und den Schlangen), aber diese unter- 
liegt einer bakteriellen Spaltung in Harnstoff und Kohlendioxyd (Mig uel!*), 
8. 84). Im Harn der Pflanzenfresser findet sich neben Harnstoff auch 
Hippursiure. Diese wird durch Bakterien in Benzoesiure und Glykokoll 
gespalten [Van Tieghem?®?)]. 


Kapitel-II. 


Geschichtliches iiber Bakterienurease. 


2. Da& der Harn beim Stehen triibe wird und ein Gas mit stechendem 
Geruch entwickelt, ist eine der am friihesten und am allgemeinsten beobach- 
teten chemischen Tatsachen. Bezeichnend ist, da8 die beiden ersten als 
selbstandige chemische Individuen gekennzeichneten Gase gerade NH, bei 
der Harngirung und CO, bei der Zuckergirung waren. Die Entdeckung 
beider verdanken wir van Hel mont (1577—1644). Er isolierte aus giren- 
dem Mist eine besondere ,,Luftart‘, die er Gas pingue, d. h. brennbares 
Gas, nannte und wahrscheinlich nichts anderes als unreines Ammoniak 
war, Kohlendioxyd erhielt er auf mancherlei Weisen und fiihrte darauf 
den Namen ,,Gas silvestre’ ein. Damit waren also die beiden Bestand- 
teile des Harngirungsproduktes bekannt. Spiter wurde van Hel monts 
»Gas pingue als ,,Gasammoniacale” bezeichnet. Dieser Name scheint 
von Sal ammoniacum hergeleitet zu sein, wobei man sich jedoch zu einer 
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Verwechslung von Sal ammoniacum (Steinsalz aus Agypten, insbesondere 
aus der Oase ,,Ammon‘) mit Sal armeniacum oder armoniacum (Salmiak 
aus Armenien) schuldig machte. 

Zur Erklérung der Harnstoffspaltung und ahnlicher Garungsprozesse 
wurde schon zu van Helmonts Zeit das Wort ,,Fermentation’ heran- 
gezogen: Odor (urinae) vero est fermenti putrifactivi: der Geruch (des 
Harns) beruht auf einem fiulniserregenden Ferment (Van Helmont?), 
Boerhave (1732) ging einen Schritt weiter. Der Harn, sagt er!*), wird bei 
der Faulnis in Ammoniak verwandelt (urina enim putrescit ex se in alca- 
linem salem, marinus sal hunc domat, ligat, in ammoniacum vertit). 
Aber erst nachdem Rouelle cadet 1773 im Harn den Harnstoff entdeckt 
hatte und dessen Eigenschaften durch Cruishank, Fourcroy und 
Vauquelin, Proust, Prout, Wéhler, Dumas und Natanson niher 
untersucht worden waren, konnte ein Einblick in den Mechanismus und die 
Ursache der Ammoniakbildung bei der Harngirung gewonnen werden. 

8. Fourcroy und Vauq uelin zeigten (1799—1800) in einer beriihm- 
ten ,,Mémoire“, daB der Hauptanteil der festen Substanzen im Harn aus 
einem besonderen ,, Harnstoff‘‘ besteht5?) (S. 68), auf welchen sie den Namen 
»Urée“ einfiihrten®?, 5%) (S.69 u. 91). Beim Kochen der Wasserlésung 
des neuen Harnstoffs®*) (S. 96) sowie bei dessen spontaner Zersetzung in 
schlecht verschlossener Flasche®*) (S. 101) durch die Fermentation, ,,excitée 
par la présence du corps gélatineaux‘®*) (S. 61) bilde sich hauptsichlich 
Ammoniumcarbonat. Diese beiden Vorginge erinnern sehr aneinander®?) 
(S. 100). Proust meldete zu derselben Zeit, daG er seit 6 Jahren ,,un flacon 
plein d’urine, bien fermé avec un bouchon de cristal“ aufbewahrt habe, 
ohne eine Verainderung im Geruch oder Aussehen konstatieren zu kénnen!®*) 
(S. 261), wahrend im Sommer in 15 Tagen ,,l’urine exposée A lair libre“ 
Ammoniak entwickle. Er schlo§ daraus: L’atmosphére concourt réellement, 
par le moyen de l’azote, & la formation de l’ammoniaque. Der Wasserstoff 
komme aus einigen Substanzen des Harns, ,,susceptibles de putréfaction. 
Le mucilage paroit étre le plus propre & fournir cet élément a l’ammo- 
niaque‘‘!55) (S, 262). Nachdem aber Prout (1818) als der erste (Berzelius 
vielleicht ausgenommen) den Harnstoff in reinem Zustand dargestellt hatte 
und dessen prozentuelle Zusammensetzung mit staunenswerter Exaktheit 
ermittelt hatte’5’) (S. 354), bahnte sich bald die Auffassung Weg, dafi beim 
Zerfall des Harnstoffs in kohlensaures Ammoniak ein Zutritt von Wasser 
anzunehmen wire [Vauquelin'%*)]. Einen Schritt weiter auf dem Wege 
zur Klarlegung der Struktur des Harnstoffs nahm Dumas 1830, indem er 
auf Prouts, Wohlers und eigene Analysen gestiitzt sagte, Harnstoff 
stehe zum Ammoniumcarbonat in demselben Verhiltnisse wie Oxamid 
zum Ammoniumoxalat. Bei der Girung ,,prend un atome d’urée (Az,H,C,0,) 
les éléments de deux atomes d’eau. L’urée peut etre: C,O, + Has 
Doch dauerte es noch 25 Jahre, bevor die Struktur des Harnstoffs als 
Carbamid vollig klargelegt wurde. Dies geschah im Jahre 1856 durch 
Natanson (Ann. chim. phys. 3 sér. 48, 287. 1856), der den Harn- 
stoff aus trockenem Phosgengas COC], und Ammoniak erhielt. 
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4, Beziiglich der Ursache der Harngiarung diirfte in der ersten Hilfte 
des 19. Jahrhunderts die gewéhnliche Ansicht gewesen sein, daB das Ferment 
ein albumoider toter Kérper sei, der sich bei der fauligen Zersetzung des 
Harnschleims bilde und entweder durch Kontakt (Berzelius, Mitscher- 
lich) oder durch tibergefiihrte Molekularbewegung (Liebig, Dumas) 
den Harnstoff zum Zerfall bringe. Pasteur brachte eine villige Umwilzung 
der Anschauungen (1860 und spiiter). 

Der grundlegende Versuch Pasteurs war bekanntlich folgender!*) 
(S. 850). 

Frischer Harn wurde in einem Glasballon 2—3 Minuten gekocht 
und nach Abkiihlen, wobei die eintretende Luft ein langes gliihendes Platin- 
rohr zu passieren hatte, der Hals des Ballons zugeschmolzen. Nach 4—6 
Wochen war noch keine Garung eingetreten und blieb auch weiterhin 
aus, wenn erhitzter Luftstaub eingefiihrt worden war. Wurde aber 
nichterhitzter Luftstaub eingefiihrt, so zersetzte sich der Harnstoff rasch 
unter Bildung von Ammoniak und Entwicklung von Mikroorganismen. 

Damit war der Beweis geliefert, daB die ammoniakalische Garung des 
Harns die Wirkung eines in der Luft befindlichen und aus derselben in den 
Harn gelangenden Fermentes ist. Aber Pasteur ging einen Schritt weiter. 
»Le ferment‘, sagt er!%) (S. 853), ,,n’est pas une substance morte... 
c’est un étre, dont le germe vient de lair.‘ Das Harnferment sei damit 
ein organisiertes. 

5. Im Jahre 1862 beschreibt Pasteur als Erreger der Harngirung 

ein kugeliges Lebewesen, das er ,,torule ammoniacale“ nennt!4°) (S. 51), 
spiter von Cohn Micrococcus ureae genannt**) (8S. 158). Van Tieghem 
(1864) kam ebenfalls zu dem Ergebnis, daB vorwiegend Kokken zur Harn- 
stoffspaltung befaihigt seien’®!, ®*), Miquel berichtete indessen im Jahre 
1879 iiber die Entdeckung und Isolierung eines stabchenférmigen Fermentes, 
das Harnstoff ebenso energisch zerlegte wie Micrococcus ureae. Er schlagt 
den Namen Bacillus ureae vor. Wihrend Micrococcus ureae und dessen 
Sporen bei einer Temperatur von 54—55° in 2 Stunden villig abgetétet 
werden!**) (S. 392), so vertragen die Sporen von Bacillus ureae mehrere 
Stunden eine Temperatur von 95—96°. Auf diese Weise kann eine Kultur 
von den Mikrokokken befreit werden!2’) (S. 126). Weiter beobachtete 
von Jaksch (1881) bei seinen Untersuchungen iiber den besten Nahrboden 
fiir Micrococcus ureae, daB die Morphologie der Pilze mehrere Stadien 
durchlauft: In den ersten 24 Stunden nach der Impfung kommen nur Stab- 
chen vor; nach 48 Stunden werden die Stébchen kiirzer und reihen sich 
rosenkranzartig aneinander; nach 14 Tagen sind keine Staébchen mehr 
zu sehen, sondern ausschlieBlich Mikrokokken %) (S. 418). Einige Jahre 
spater (1885) isolierten Leube und Graser durch Reinzucht sowohl aus 
dem Luftstaub wie aus girendem Harn 4 verschiedene harnstoffspaltende 
Mikroorganismen. Von diesen waren 3 stabchenférmig: den wirksamsten 
nannten sie Bacterium ureae. Der vierte war kugelférmig und sehr wirkungs- 
fahig. Dieser wurde Micrococcus ureae genannt. — Damit war der direkte 
Beweis geliefert, daB in der Luft Keime harnstoffspaltender Pilze sich 
finden!!*), 
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In den folgenden 30 Jahren wurden immer neue harnstoffspaltende 
Bakterien entdeckt und beschrieben. Auch wurde Harnspaltungsvermégen 
bei vielen Schimmelpilzen und bei Bakterien (z. B. Proteus), die durch ihre 
Wirksamkeit in anderen Richtungen schon gut bekannt waren, nach- 
gewiesen. Hierbei in erster Linie tatig war Miq uel, der sich vom Jahre 1878 
an bis zum Jahre 1898 eingehend mit den Erregern des Harnstoffabbaues 
beschiiftigte. Weiter zu nennen sind: Cambier 1893, Brodmeier 1895, 
F liigge 1896, Burchard 1899, Beijerinck 1901, Tissier und Martelly 
1902, Léhnis 1905, Séhngen 1909, Christensen 1910, Rochaix und 
Dufourt 1910, Burri 1912 und Viehoever 1913 (siehe Literatur- 
verzeichn. ). 

6. Miquel, der zur Unterscheidung der Spezies in erster Linie die 
Menge Harnstoff beriicksichtigte, die von den betreffenden Bakterien in 
einer gewissen Zeit gespalten wurde, hat wesentlich auf Grund ihres ver- 
schiedenen Harnstoffspaltungsvermégens gegen 60 Arten sporenbildende 
und nichtsporenbildende, staébchen- und kokkenférmige harnstoffspaltende 
Bakterien aufgestellt. Er benutzt folgende Einteilung**) (S. 72): 

I. Schizomyceten 1. Urokokken (iiberleben 60—70° nicht; kugelig; 

kommen einzeln vor); 
2. Urosarcinae (iiberleben 60—70° nicht; kugelig; 
zu Paketen vereinigt); 
3. Urobacillen (bilden Endosporen, die feuchte 
Hitze von 90—95° mehrere Stunden vertragen; 
stibchenférmig; sehr energisch). 
II. Evmyceten (Schimmelpilze). 

In jeder Gruppe unterscheidet er dann je nach der GréBe ihres Harnstoff- 
spaltungsvermégens eine Menge Arten, z. B. 30 verschiedene Arten unter 
den Urokokken. 

Gegen den von Miquel angewandten Einteilungsgrund stellt (1913) 
Viehoever die schwerwiegende Bemerkung dar, dafB die enzymatische 
Leistungsfihigkeit einer Bakterienkultur in hohem Grade von ihrer Vor- 
geschichte und Wachstumsbedingungen abhiingig ist. Durch eine griind- 
liche, botanische Untersuchung der bisher bekannten und ihm zuginglichen 
Arten harnstoffspaltender Bakterien in bezug auf Form, GréBe, Beweg- 
lichkeit, Sporenbildung, Optimum und Maximum der Temperatur, Sauer- 
stoffbediirfnis, Wachstum auf verschiedenen Nahrbéden, Giftkonzentration 
fiir Wachstum und Garung, Gehalt an Enzymen usw. kommt Viehoever 
dann zu dem Resultat, daB von den Urobacillen eine Reihe in allen wesent- 
lichen Merkmalen mit seiner Hauptart (Bacillus probatus) identisch sind. 
Auch von den iibrigen stabchenférmigen Bakterien und von den Urokokken 
seien mehrere untereinander nahe verwandt. Immerhin ist doch auch nach 
Viehoever die Anzahl wohlverschiedener Urobakterienarten ziemlich 
groBt*) (S. 341—350). 

In den letzten Jahren hat sich indessen eine neue Auffassung beziiglich 
der Klassifikation der harnstoffzersetzenden Bakterien geltend gemacht. 
Erstens hat sich namlich gezeigt, daB eine gewisse Fahigkeit zur Harnstoff- 
spaltung den meisten bekannten Bakterien zukommt [Tissier und Mar- 
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telly 1902'8), Kruse 1910! 5), Horowitz 19167§)] und zweitens hat sich 
bei Jacobys interessanten Versuchen iiber Fermentbildung herausgestellt, 
da8 Urobakterienkulturen und auch Proteus auf gewissem harnstoffhaltigen 
Nahrboden gut wachsen und gedeihen, ohne ein harnstoffspaltendes Ferment 
zu bilden, waihrend ein solches sogleich gebildet wird, wenn EiweiBleucin 
und eine Aminosiure zum Nahrboden zugefiigt werden [1917*, %')]. Es 
kommt denn vor, als ob die Zusammensetzung des Nahrbodens mehr be- 
deutet als die Art der Bakterie und die von Diiggeli schon 1915 aus- 
gesprochene Ansicht scheint nunmehr gut begriindet, da nimlich die 
Fahigkeit zur Harnstoffspaltung kein speziendiagnostisches Merkmal ist 
und daB die sogenannten Urobakterien also keinen scharf umgrenzten 
Gattungsbegriff darstellen, sondern — nach morphologischen Gesichts- 
punkten geordnet — in das System der iibrigen Schizomyceten einzureihen 
sind®*) (S. 307). 

7. Beziiglich der Beschaffenheit und Léslichkeitsverhiltnisse des 
titigen Ferments entbrannte bei der Harngirung derselbe Streit wie bei 
der Zuckergirung mit dem Unterschied, daB der Kampf in unserem Gebiete 
geringeres Aufsehen erweckte und friiher zugunsten der modernen Auf- 
fassung entschieden wurde. Pasteurs Ansicht, da$ das Ferment nicht ein 
albumoider toter Kérper sei, sondern ein kleines Lebewesen, durch dessen 
Lebenstatigkeit Harnstoff zerspalten wurde, beherrschte siegreich die 
Gedanken wihrend vieler Jahre. In eine neue Lage tritt die Frage, als 
Musculus 1876 aus dem Harn von Blasenkatarrhkranken durch Fallung 
mit starkem Alkohol einen Niederschlag erhielt, der nach dem Trocknen 
keine Spur von Pilzen aufwies, aber doch Harnstoff heftig zersetzte!**), 15%), 
Die Beobachtung Musculus’ wurde sogleich von Pasteur und Joubert 
bestatigt. Sie muBten folglich zugeben, daB es ein lésliches Ferment gibt, 
das imstande ist, Harnstoff in Am-Carbonat zu transformieren, aber ur- 
spriinglich sei jedoch das lésliche Ferment Musculus’ von dem kleinen 
organisierten Harnstoff-Ferment produziert'®*), Durch Musculus’ Ver- 
such schien es also bewiesen, daB das Produkt der Mikroorganismen isoliert 
werden kann und allein fiir sich als lésliches ,,umgeformtes“ Ferment zu 
wirken imstande ist. Dies bestreitet einige Jahre spiter Leube (1885) auf 
Grund folgenden Versuchs: Eine reingeziichtete Pilzart durfte Harnstoff 
vergaren und wurde dann mittelst eines Tonzylinders abfiltriert ; das Filtrat, 
das also das lésliche Ferment enthalten sollte, erwies sich jedoch vdllig wir- 
kungslos. Daraus schlieit Le ube: Insofern es sich um das Bakterienferment 
handelt — was ja bei Musculus’ Versuch nicht der Fall war, obgleich es 
Pasteur behauptete — gelingt es nicht, ein umgeformtes Ferment von den 
die Harnstoffzerlegung bewirkenden Pilzen zu trennen"*) (S. 570). Zu dem- 
selben Resultat wie Le ube kam in demselben Jahre Lea beziiglich lebender 
Pilze. Wurden aber die Pilze durch Alkohol abgetitet, so fand er, daB 
ihr Ferment frei und durch Wasser ausziehbar wurde?) (S. 138). 

Im Jahre 1893 behauptete Miquel, es sei ihm gelungen, mittelst 
Filtration durch Chamberlandkerzen das Enzym — wie man zu dieser Zeit 
die léslichen Fermente zu benennen anfing — von den Bakterien zu trennen. 
Gleichzeitig fiihrte er fiir sein Enzym den Namen ,,Urase“ ein, spiter zu 
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dem besser klingenden ,, Urease“‘ abgeindert!*°) (Ann. de Mikrograph. 5, 371. 
1893). Beijerinck (1901) konnte die Befunde Miquels nicht bestatigen 
und meinte, Miquel sei durch schadhafte Chamberlandkerzen, welche 
allmahblich die Bakterien selbst bei der Filtration durchtreten lieBen, ge- 
tauscht worden. Auf diesem Wege sei das Enzym von den Bakterien nicht 
abtrennbar!*) (S. 56). Auch Leas Befunde iiber die Léslichkeit des Enzyms 
nach Abtéten der Pilze konnte er nicht bestitigen. ,,Die Urease“, sagt er, 
»ist ein unlésliches Enzym, welches sowohl an dem lebenden wie an dem 
toten Bakterienkérper fest gebunden ist‘‘!4) (8.57). DaB die Bakterien 
ein Enzym (Urease) enthalten, sei jedoch unverkennbar, denn werden diese 
durch Chloroformdampf abgetéitet, so spalte der Riickstand Harnstoff 
beinahe ebenso gut wie die urspriingliche Kultur. Durch Fallung der 
Kulturen mit Alkohol erhalt man ein Trockenpraiparat, das auch nach 
Jahresfrist Ureumlésungen spaltet!*) (S. 55). Nach Beijerinck soll also 
die Urease ein typisches Endoenzym sein. Diese Ansicht wird gestiitzt 
von Shibata (1903), der aufwies, daB das harnstoffspaltende Enzym von 
Aspergillus niger nicht in die Kulturfliissigkeit ausgeschieden wird!®*), 
Mol] (1902) erhielt in Bakterienkulturen durch Alkohol einen Niederschlag, 
der chlorfrei gewaschen werden konnte und dann ebenso wirksam war 
wie vor dem Waschen!**) (S. 345). Jacoby hat neuerlich (1911) angegeben, 
daB sein auf Tonteller getrocknetes Urobakterienpulver an sich gut wirksam 
sei, ohne da8 das Enzym dabei in Lésung gehe, selbst nicht, wenn das 
Pulver mit Quarz zerrieben wird®®) (S. 356). 

Ich glaube nichts Besseres tun zu kénnen, als diesen Paragraph durch 
folgende Worte von Shibata abzuschlieBen; ,,Die Abspaltung des Harn- 
stoffs durch das Pilzenzym findet also intracellular statt, was bei der be- 
kannten Durchlassigkeit der Plasmahaut fiir Harnstoff ohne weiteres 
verstandlich ist.“ 

8. Bis zu Ende der ersten Dekade des 20. Jahrhunderts sind die Forscher 
in unserem Gebiete, wie wir gesehen haben, hauptsichlich mit der Isolierung 
und genauen Beschreibung der harnstoffspaltenden Bakterien beschaftigt 
gewesen. Nachdem aber Takeuchi im Jahre 1909 die iiberraschende Ent- 
deckung gemacht hatte, daB die Bohnen von Soja hispida reichliche Mengen 
Urease enthalten, die einfach mit Wasser ausgezogen werden kénnen, so 
wandte sich das Interesse entschieden auf die chemische Seite der enzy- 
matischen Harnstoffspaltung. Am meisten wurde dabei die leicht herstell- 
bare Sojaurease benutzt. Nur vereinzelte Forscher wie Jacoby beschaftig- 
ten sich fernerhin mit der Bakterienurease. 


Kapitel III. 


Eigenschaften der Urease. 
1. Verbreitung. 

9. AuBer in Bakterien und Schimmelpilzen, z. B. Aspergillus niger 
[Shibata 1902'*), siehe weiter Dox 1909°4) und Kossowicz 1912!)] 
ist die Gegenwart eines harnstoffspaltenden Enzyms in folgenden Pflanzen 
nachgewiesen: 
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In den Bohnen von Soja hispida [Takeuchi 1909*78)]: gréBtenteils 
in dem Kern [Grol] 1916**)], in allen Arten ungefihr zum gleichen Be- 
trage [Annet 1914")], von dem Alter der Bohnen unabhingig [Wester 
19207); 

in der Gartenbohne (Phaseolus vulgaris), in den Samen von Hafer, 
Reis, Buchweizen und Melone [Takeuchi 190917)]; 

in Weizenkeimen und blauen Lupinen, etioliert [K iese] 19119) (S. 190); 

in den Samen der meisten Papilionaceae, vor allem Robinia pseuda- 
cacia [Zemplen 1912?14)]; 

in den Samen von Robinia pseudacacia, blauer Lupine, Strophantus 
und Sesam [Wakulenko 19131 )]; 

in Ricinus (Castor)-Bohnen [Falk 19134%)]; 

in den Samen von blauen, gelben und weifSen Lupinen [Muenck 
1914195); 

in einigen indischen Samen, vor allem in den Samen von Canavalia 
ensiformis [Annet 1914')]; 

in verschiedenen Kleearten, Kiefer, Mohrriibe, Hanf, Bittermandel 
[Fosse 1914°')]; 

in der Jackbohne (Canavalia) 15 mal soviel wie in der Sojabohne 
[Mateer und Marshal] 1916}29)]; 

in den Samen der Getreidearten: Hafer, Roggen, Weizen und Gerste 
[Némec 1918'*)]; 

in vielen hollandischen Samen, aber wenig [Wester 19192, 24)), 

Zu nennen ist weiter, daB Rovere eine Urease in der (blutfreien) 
Thymusdriise junger Kalber gefunden hat*), Ihr Vorkommen in der 
Leber ist fraglich. 

Zum Schlu8 will ich bemerken, daB® in manchen der erwahnten Fille 
trotz einer sehr langen Versuchsdauer (oft von mehreren Tagen) die Spaltung 
des zugesetzten Harnstoffs so gering ausgefallen ist, da eine Infektion 
durch die iiberall verbreiteten Urobakterien nicht ausgeschlossen ist, 
zumal die Versuchsmethodik oft ungeniigend und eine bakteriologische 
Nachuntersuchung [auBer bei den Sojabohnen durch Graaff und Zande 
1916*°)] niemals vorgenommen ist. So sind unzweifelhaft die Ergebnisse 
von Leuper und Tonnet [1914'*)] zu deuten, wenn sie angeben, dab 
der Alkoholniederschlag aus normalem Harn ,,Spuren“ eines uricoly- 
tischen Enzyms enthalte. 


2. Bereitung der Enzymlésung. 

10. Trotzdem Urease in den Samen vieler anderer Pflanzen 
aufgefunden worden ist, so hat doch die Sojabohne als leicht 
zugingliche Quelle fiir die Enzymgewinnung ihren Platz bewahrt. 
Nur ausnahmsweise sind die Samen von Robinia pseudacacia 
und in den letzten Jahren die Jackbohne (Canavalia ensiformis 
= Schwertbohne) zur Verwendung gekommen. Die hiufiger 
angewandten. Bereitungsmethoden sind die folgenden: 
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I. Die feingemahlenen (trockenen) Bohnen werden einfach mit Wasser 
ausgelaugt (Takeuchi) in der Gewichtsproportion 1:5 (Van Slyke, 
Groll, Lévgren), 1:10 (Carnot und Gerard), 1:100 (Grigaut und 
Guérin, Né mec) usw., wabrend ein paar Stunden (VanSlyke, Lévgren) 
oder langerer Zeit (24 Stunden — Groll). Danach wird der feste Riickstand 
durch Filtrieren (am besten durch Faltenfilter) oder Zentrifugieren ab- 
geschieden. 

Ich habe mich iiberzeugt, daB langeres Auslaugen und stetiges 
Umriihren unnétig ist. 2stiindiges Auslaugen mit jeweiligem 
Umschwenken der Mischung gibt eine ebenso kraftige und besser 
filtrierbare Lésung wie 24stiindiges Auslaugen unter rascher 
Umriihrung mit Motor, wie folgender von mir ausgefiihrter Ver- 
such zeigt: 


Versuch 1: Einflu8 der Auslaugezeit. 
Tabelle I. 








Harnstoff- Reaktions- NH, | NH, 


| /,-Harn- | 
stoff konzentration | zeit | gefunden | Maximum 

| | 

| 

| 


| 
Auslaugen | Enzym | 


| 


Stunden | ccm | ecm 


Mol pro Liter | Minuten | mg | mg 


2 2g ore ee ee” 20 | 154 | 170 
5 5 5 0,5 20 | 15,4 170 
Bets | 5 | 0,5 Bae oma ie cae 
Enzymmaterial: 200 g Sojabohnen in 1000 ccm Leitungswasser. 
Temperatur: 17°C. — NH, (wie immer) nach Folin bestimmt (s. § 13). 
Nach meiner Erfahrung geht wihrend der ersten Stunde der Haupt- 
teil des Enzyms in Lésung; wihrend der zweiten nimmt die geléste Enzym- 
menge ein wenig zu, um dann bei fortgesetztem Auslaugen kaum weiter 
zu steigen. Mehr als die Auslaugezeit bedeutet hierbei die Zerkleinerung 


des Ausgangsmaterials. 

Die auf oben beschriebene Weise hergestellte Enzymlésung 
mu8 frisch benutzt werden, denn sie ist wenig haltbar. Sie ist 
sauer (py = 6,5) und enthalt u. a. betrichtliche Mengen Eiweif- 
stoffe, die bald durch den Sauregrad der Lésung (Armstrong 
und Horton?) 8. 113. 1912) auszufallen anfangen und da- 
bei die Enzympartikel mit sich reiBen (siehe Versuch 2). Schon 
nach einigen Tagen bildet sich ein schleimiger Niederschlag, der 
sich bei weiterem Stehen immer mehr vergréBert, womit eine 
stetige Abnahme in der Aktivitat parallel lauft. 

Die Geschichte einer solchen Enzymlésung habe ich einmal niher 
studiert. Die Enzymlésung wurde aus 200 g Sojabohnenmehl + 1000 ccm 
Wasser mit stetiger Umriihrung wihrend 3 Stunden bereitet. Nach Stehen 


tiber Nacht waren die unléslichen Kérper auf den Boden gesunken. Die 
iiberstehende Fliissigkeit wurde durch einen Heber vorsichtig abgegossen. 
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Sie war dunkelbraun gefarbt, aber im durchfallenden Licht ziemlich klar. 

# Sie wurde mit ein wenig Toluol versetzt und im Eisschrank aufbewahrt. 

‘ Am zweiten Tage war sie noch klar. Am dritten war sie hellgelb geworden 
und ein reichlicher gelber Bodensatz hatte sich abgesetzt. An diesem und 
einigen folgenden Tagen wurden aus der tiichtig geschiittelten Fliissigkeit 
2ccm-Portionen ausgenommen und filtriert. Das Filtrat + Waschwasser 
und der gewaschene Riickstand wurden teils fiir sich und teils zusammen- 
gebracht auf ihre Wirksamkeit gepriift. 
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Versuch 2: Die Geschichte einer Enzymlésung. 


























Tabelle II. 
Nie at oe | M/,- M/,- | Alter d. Enzymlés. in Tagen 
Enzym | H,O Phosphat|Harnst off]——~— enc 
cem) cem | ecm 1fsja[sjefu| 
Filtrat von 2 ccm ae Enzymldeung| 5 2 1 —_ 6 | 3,1 1,3 0, 4) 0, 2) | mg NH, : 
Niederschlag von 2ccm d. Enzymlis. | 2 1 |—|—| 3,92,7,0,6 0,3 mg) NH, ; 
2 cem der unfiltrierten Enzymlésung | 5 2 1 [12,8 —)11,98,3| — ‘0, 7 mg NH, 


Totalvolumen: 10 ccm. — Harnstoffkonzentration: 0,1 Mol pro Liter. 
— Temperatur: 17°. — Phosphatlésung: 165 ccm ™/,-Na,HPO, + 35 ccm 
M/,-KH,PO,; py =7,13, nach dem Zusatz des Enzyms etwa 7. — Reaktions- 
zeit: 30 Minuten. 

Die Ziffern zeigen deutlich: 

1. Da&B der Wirkungsgrad der Enzymlésung nach dem Ent- 
stehen des Niederschlages bald nachla8t [Armstrong und 
Horton?), 1912, (S. 113)]; 

2. daB der Niederschlag den gréBten Teil der Enzymmenge 
adsorbiert ; 

3. daB die Wirkung von Filtrat + Niederschlag stets gréBer 
ist als die Summe der Wirkungen von Filtrat und Niederschlag, 
jedes fiir sich genommen. Zu diesem Punkt komme ich spiter 
zuriick (§.50 und ff.). 

Um die Enzymlésungen haltbar zu machen, hat man einen 
Zusatz von folgenden Stoffen vorgeschlagen: 

A. K,HPO, bis 5% der Trockensubstanz [Van Slyke 88), 
1914, 8. 213]. Die Lésung soll sich dabei mehrere Wochen halten, 
wahrscheinlich dadurch, daB K,HPO, die Aciditét der Enzym- 
lésung aufhebt. 

Anm.: Barendrecht [1920°) (S. 6)] extrahiert x g Sojabohnenmehl 
he direkt mit 10 proz. Phosphatmischung bei 27°, setzt xg Kieselgur zu und 
me filtriert. Um eine Enzymlésung von geeigneter Aktivitaét und p, zu erhalten, 
mischt er y ccm von dem Filtrat mit zccm einer Phosphatlésung, so ab- 
gepaBt, daB die schlieBliche Phosphatkonzentration 9,6% wird und py 
den erwiinschten Wert bekommt. Von dieser letzten Mischung nimmt er 
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stets 10 ccm und vermischt mit 2ccm Harnstofflésung. Phosphatkonzen- 
tration folglich 8%. 

B. Glycerin im Volumenverhiltnisse 1:1 [Jansen 1915%), Groll, 
Euler und Brandting, Wester]. Die Lésung behilt dabei Monate 
hindurch ihre Wirkungsfahigkeit. Groll [1917%,*)] und gelegentlich 
Wester [19192°5)] glauben gefunden zu haben, daB bei Aufbewahrung 
der Enzymlésung bei héherer Temperatur die Aktivitat periodischen Schwar- 
kungen unterworfen ist, und wollen dies Sachverhiltnis auf die Kolloid 
natur des Enzyms und periodische Dispersitatsinderungen desselben 
zuriickfiihren. Grol] hat in diesem Zusammenhang versucht, bei kolloidem 
Platin und Gold ahnliche Schwankungen aufzuweisen, aber mit wenig 
Erfolg. — Euler und Brandting [1919*°)], die eine Nachpriifung der 
Grollschen Versuche vornahmen und dabei keine Periodizitat in der Aktivi- 
tat der Ureaselésung konstatieren konnten, bemerken hierzu, daB das 
Zahlenmaterial Grolls allzu diirftig ist und daB iiberhaupt die von ihm 
gefundenen Schwankungen in der Aktivitaét durch eine Schwankung in 
der Thermostatentemperatur von 0,6° méglicherweise zu erklaren sind. 


Zusatz von Glycerin bringt einige bedeutende Nachteile 
mit sich: 

a) Wird die Enzymlésung auf die Halfte verdiinnt, 

b) verdeckt vielleicht das Glycerin den Einflu® anderer zugesetzter 
Stoffe, 

c) wirkt das Glycerin auf die Enzymreaktion hemmend. 

Enthalt die Reaktionsmasse 25% Glycerin, so wird die Enzym- 
wirkung auf die Hialfte herabgedriickt [Wester 1920?) (S. 173 u. 174)’. 
Bei Canavaliaurease beeintrachtigt nur 10 Proz. Glycerin die Enzymwirkung 
deutlich (1. c. 8. 174). 

Meiner Meinung nach ist es besser, stets frisch bereitete 
Enzymlésungen anzuwenden [vgl. Van Slyke und Cullen), 
{S. 213)], anstatt zu versuchen, durch etwaige Zusatze die Halt- 
barkeit der Lésungen zu erhdhen, was ja in der Lange doch 
nicht gelingt. Die Beschwerde, jedesmal eine frische Enzymlésung 
herzustellen, ist auBerdem sehr gering. 

II. Armstrongs Methode [1912?) S. 113]: Das Bohnen- 
meh! wird zuerst durch Extraktion mit Petroleumither wahrend 
45 Minuten je 6 mal nacheinander entfettet. Das gewaschene Mehl 
wird auf Glasplatten verbreitet und darf iiber Nacht trocknen. 
Am niichsten Morgen wird es mit dem 5fachen Gewicht Wasser 
vermischt nebst ein wenig Toluol. Nach 24 Stunden wird filtriert. 

Vorteile: Reinere Enzymlésungen. 

Nachteile: Das Verfahren ist miihselig und teuer. 

Anwendung: Von Armstrong mit Schiilern, Marg. Falk, Falk 
und Segiura, Jacoby mit Schiilern. 
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III. Marshalls Methode [1913!%) §. 285,1%) §. 351]: 
1 Teil Bohnenmehl wird mit 10 Teilen Wasser wihrend einer 
Stunde bei Zimmertemperatur ausgelaugt. Dann wird '/,, 
Vol. ®/;5-HCl zugesetzt und 5—15 Minuten bei 35° auf dem 
Wasserbade erhitzt, wobei reichliche Mengen Proteinstoffe fallen. 
Danach Filtration. 


Vorteile: Reinere Enzymldsung, leichtere Filtration, klarere Filtrate. 
Anwendung: Von Marshall, Fiske, Wester*®®?). 


Van Slyke warnt vor dieser Methode: ,,The use of acid in 
clearing the solution, would result in a considerable loss of activity“ 
1914188) (S. 212)]. Nach Marshalls Versuchsziffern zu urteilen, 
ist indessen diese Einwendung bei seiner Arbeitsweise nicht 
stichhaltig. 

Die Soja-Wassermischung filtriert im Anfang stets triibe. 
Um sie besser filtrierbar zu machen, habe ich einen Zusatz von 
Kaolin versucht. Dabei stellte sich indessen heraus, daB die 
Aktivitat der Enzymlésung (pro Kubikzentimeter berechnet) 
abgeschwacht wurde: 


Versuch 3: Kaolinbehandlung I. 
Methode: Sojabohnenmehl + Wasser (1:5) wihrend 24 Stunden. 
Die iiberstehende triibe Lésung dekantiert und mit 1/,, ihres Gewichtes 
gereinigtem Kaolin '/, Stunde durchgeschiittelt und auf der Nutsche filtriert. 
Filtrat opalescent. 
Tabelle III. 


















































M/,-Haro-| Harnstoff- Reaktions-| NH, NH,- Harnst. 
Enzym stoff konzentration zeit gefunden | Maximum | zersetzt 
ecm ecm Mol pro Liter | Minuten mg mg % 
Nicht m. Kao- 1 5 0,8 30 5,96 170 3,5 
lin behandelt { 1 5 0,8 30 6,11 170 3,6 
" . 1 5 0,8 30 4,80 170 2,8 
am a 5 0,8 30 | 472 | 170 | 28 
coment tae 5 0,8 30 4,70 170 | 28 
Versuch 4: Kaolinbehandlung II. 
Methode: Wie oben. 
Tabelle IV. 
Ii M/,-Harn-| Harnstoff- Reaktions- NH, NH,- Harnst. 
| Enzym stoff konzentration zeit gefunden | Maximum | zersetzt 
| ecm ecm Mol pro Liter | Minuten m | mg % 
Nicht m. Kao- 1 5 0.8 30 3.81 170 2.3 
lin behandelt 1 1 5 0,8 30 3,83 170 2.3 
Mit Kaolin {| 1 5 08 30 | 323 | 170 | 19 
behandelt {| 1 5 0,8 30 3,21 | 170 1,9 





Temperatur: 17°. 
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Spater habe ich gefunden, daB man klare, nur leicht opake 
Filtrate bekommen kann, wenn man von geringeren Mengen Soja- 
bohnen und Wasser z. B. 20 auf 100 ausgeht, und das anfangs triibe 
Filtrat ein paar Male durch dasselbe Faltenfiltrum passieren laBt. 

Eine Kombination der Methoden I B. und III ist: 

IV. Westers Methode [1920%*) (S. 165)]: ,,25 g Sojabohnen 
+ 200 g 50proz. Glycerin werden nach 48stiindiger Maceration 
mit 25 ccm ®/,.-N-Salzsiure gemischt, mit 50 proz. Glycerin auf- 
gefiillt bis 250 com, auf 35° erwirmt und filtriert.“ 


Vorteile: Reinere Enzymlésungen, teils durch die Anwendung von 
Glycerin bei der Extraktion, teils durch den Zusatz der Saiure und die 
Erwirmung, wobei Proteinstoffe fallen. Leichtere Filtration. 

Nachteile: a) Einfiihrung in die Lésung von einem fremden Stoffe 
(Glycerin), der an sich die Enzymwirkung hemmt. 

b) Es ist nicht ausgeschlossen, daB die starke Glycerinkonzentration 
nicht nur die Léslichkeit der Proteinstoffe, sondern auch die Léslichkeit 
der Urease vermindert. Dies gilt nach Wester?) (S. 172) nicht fiir Soja- 
urease, ist aber in hohem Grade der Fall bei Canavaliaurease®®*) (S. 174), 
was ein Widerspruch 7u scin scheint. 


V. Feste Enzympraparate kénnen auf mancherlei Weise 
bereitet. werden. 


1. Starker Alkohol bewirkt in der Enzymlésung einen reichlichen 
Niederschleg, der getrocknet werden kann, ohne sein Harnstoffspaltungs- 
vermégen zu verlieren [Lea 1885!) (S. 138), Takeuchi 1909, Hahn und 
Saphra 1914, Jacoby und Sugga 1915). Nach Jacoby und Sugga 
{1915%")] wird die Urease durch die Alkoholbehandlung unléslich. 

2. Van Slyke gieBt die frische Enzymlésung in das 10fache Volumen 
Aceton. Der Niederschlag wird im Vakuum getrocknet und trocken 
zerrieben. Das Pulver ist unbegrenzt haltbar. Die aktive Substanz lést 
sich sofort in Wasser. Der geringfiigige flockige Riickstand ist von keiner 
Bedeutung. Ein véllig lésliches Praparat wird durch nochmalige Aceton- 
fallung der filtrierten Lésung erbalten [1913'*5) S. 1220,18*) S. 212]. Diese 
Methode ist auch von Onodera und von Rona mit Schiilern angewendet. 

3. Van Slyke gibt auch eine andere Darstellungsweise an [1914'**) 
(S. 212)]: Das Wasserextrakt wird einfach bei Zimmertemperatur iiber 
H,SO, in einem Vakuum von weniger als 1 mm konzentriert. Die Ent- 
was erung ge t selir schnell und der Riickstand wird so trocken, daB er 
sich leicht pulverisieren la8t. — Dieselbe Methode sci.lagen Jacoby und 
Sugga vor [1915%)]. 

4. Aus Bakterien hat Jacoby [1917%) (S. 355)] ein Ureasetrocken- 
praparat auf folgende Weise dargestellt: Agar-Massenkulturen von Uro- 
bakterien werden auf Tonteller ausgestrichen, am nachsten Tage wird 
das trockene Pulver pulverisiert. Das Enzym geht nicht in Lésung, aber 
das Pulver an sich ist gut (aber schwankend!) wirksam. 
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Der Vorteil, der mit der Anwendung fester Enzympraparate ver- 
bunden ist, liegt angeblich darin, daB man aus demselben Pulver Monate 
hindurch Enzymlésungen, die eine bestimmte Zusammensetzung haben 
und untereinander vergleichbar sind, herstellen kann. Das kann wahr 
sein — bisweilen —, aber nicht immer. Jacobys an demselben Tage 
aus demselben Fermentpulver bereitete Enzymlésungen zeigen einen 
deutlichen Wechsel in Aktivitat [siehe **)]. Sein Schiller Neumann gibt 
an, da8 wahrend seiner Untersuchung die Aktivitaét des Fermentpulvers 
zwischen den Ziffern 6,4 und 11,8 schwankt**) (S. 135). 

Ich will zuletzt nur zufiigen, daB die Sojabohnen an sich als 
ein gutes und haltbares Trockenpraiparat anzusehen sind. In bezug 
auf den Gehalt an fremden Stoffen sind die Trockenpraparat- 
lésungen dem ersten Wasserauszug aus Sojabohnen wenig iiber- 
legen, wozu kommt, daB Fallung mit Alkohol, aber besonders 
mit Aceton die Aktivitaét in hohem MaBSe beeintrichtigt [Pin 
Yin Yi, 1920?) (S. 185)]. Bisweilen versagen die Acetonprapa- 
rate vollig [Partos, 192017) (S. 297)]. Es ist also fraglich, ob 
die auf oben angegebene Weisen bereiteten Enzym - Trocken- 
praparate der Extrakosten und Miihe, die ihre Darstellung er- 
fordert, wert sind. 

VI. Jacoby benutzt bisweilen eine interessante Arbeitsweise 
(19168?)]. Er la6t Fibrinflocken wihrend 24 Stunden in der Enzym- 
lésung im Eisschrank liegen. Dabei werden die Enzympartikel an den 
Fasern unléslich fixiert. Die Flocken werden gewaschen und kommen 
dann als Ureasepriparat zur Verwendung. Je konzentrierter die Enzym- 
lésung war, um so kraftigere Ureasewirkungen entfalten die Fibrinflocken. 

Dies Verfahren bietet den Vorteil, daB man das Enzym mit fremden 
Substanzen vorbehandeln kann, ohne diese in die Probefliissigkeit mit- 
schleppen zu brauchen. Man legt einfach die Enzym-Fibrinflocken in eine 
Lésung des betreffenden Stoffes, filtriert sie nach einer bestimmten Zeit 
ab, wascht mit Wasser und laBt sie auf eine Harnstofflésung einwirken. 
Dabei liegt jedoch eine Schwierigkeit darin, zu jedem Versuch gleichgroBe 
Fibrinflocken auszumessen. Parallelproben unterscheiden sich denn auch 
bei Jacoby sehr [bis auf 25%%) (S. 94)]. Uberhaupt ist die Methode 
noch nicht einwandfrei ausgearbeitet. Besonders die Wasserunldslichkeit 
der an den Fibrinfasern fixierten Urease ist nicht ganz sichergestellt, noch 
minder ihre Haltbarkeit. 


8. Priifung der Aktivitat. 
A. Qualitative Priifung. 


11. Die Enzymlésung oder ein Brei der zu untersuchenden 
Pflanzenteile wird mit einer Harnstofflésung + ein paar Tropfen 
Phenolphthalein vermischt. Liegt Urease vor, rétet sich die 
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Lésung bald infolge der Alkalinitat des gebildeten Ammonium- 
carbonats. So kann man zu einer Auffassung iiber das Vorhanden- 
sein und auch einigermaBen iiber die Menge des Enzyms gelangen. 
Dies Verfahren hat Takeuchi, Armstrong, Kiesel, Annet 
und ich selbst (als Vorpriifung) benutzt. 

Bei Anwendung gréBerer Mengen Harnstoff und langerer 
Zeit entweicht sogar NH, aus der Lésung und kann durch ein auf- 
gehangtes rotes Lackmuspapier nachgewiesen werden [Leu be?) 
(S. 549)]. 

Auch Nesslers Reagens empfiehlt sich zur Feststellung 
einer Ammoniakbildung [Leube™) (S. 554)]. 


B. Quantitative Prifung. 


12. Einige Kubikzentimeter der Enzymlésung werden zu 
einer Harnstofflésung von bekanntem Gehalt gesetzt. Nach 
bestimmter Zeit bricht man die Reaktion durch Saure oder Alkali 
ab und ermittelt den Endzustand durch quantitative Analyse: 

1. des iibriggebliebenen Harnstoffs 

a) nach Liebig durch Titration mit Hg(NO,), und Soda als 

Indicator [Brodmeier, 18957!) (S. 382), ohne den Ein- 
fluB des gebildeten NH, zu beriicksichtigen], 

b) nach Mérner-Sjéquist [Burchard, 1899%) (S. 270) 

und Moll, 1902385) (S. 345)], 

c) nach Fosse mit Xanthydrol [Fosse, 1914°1)]. 

2. des gebildeten Ammoniumcarbonat 

a) als CO, [Jacquemart, 1843%) — Apparat von Partos, 

1920447) (S. 293)]; 
b) als NH,, was das gewohnlichste Verfahren ist. 


Methoden zur Bestimmung des gebildeten NHj. 


I. Direkte Methoden. 
1. Die Alkalitat der Probe wird durch Titration mit einer 
Normalsaiure direkt bestimmt [Musculus, 187417) (S. 134)}. 


Diese Methode ist wegen ihrer Einfachheit sehr beliebt gewesen und 
ist u. a. von Mig uel (stets), Beijerinck, Léhnis, Marshall [1913 }2°)}, 
Séhngen, Hahn®’, *), Geilinger und in den letzten Jahren auch von 
Groll[1917*)], Wester (1919 u. 1920) und Pin Yin Yi (1920) angewendet. 

Wegen der unten zu besprechenden groBen Fehlerquellen ist diese 
Methode kaum als quantitativ anzusehen. Die mit derselben ausgefiihrten 
Arbeiten haben daher nur einen orientierenden Wert. 
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2. Die Probe wird nach Ende der bestimmten Zeit mit iiber- 
schiissiger Siure vermischt und diese mit Alkali zuriicktitriert, 
eventuell nach Wegschaffen des CO, durch Kochen [Armstrong 
und Horton, 1912?) (S. 114), Marshall 1914"%)] oder durch 
Istiindiges Hindurchleiten von Luft [Armstrong, Benjamin 
und Horton, 1913%) (S. 328)]. 

Diese beiden Methoden sind freilich sehr einfach und rasch, aber mit 
groBen Mingeln behaftet: 

a) Verluste von NH, sind nicht ausgeschlossen, auch wenn die Reaktion 
in einem geschlossenen Kolben stattfindet, der ja jedenfalls beim EingieBen 
der Siure gedéffnet werden muB [siehe Van Slyke, Zacharias und Cullen 
1914185) (S, 1220)}. 

b) Das Ammoniumcarbonat setzt sich von selbst in Bi- und Seskvi- 
carbonat und Ammoniumcarbaminat teilweise um [siehe Beijerinck 
190114) (S. 39)}. 

c) Alle Stoffe der Reaktionslésung sind in der zu titrierenden Fliissig- 
keit vorhanden. Sie bewirken bei dem Indicator einen (zuerst von Sérensen 
erwabnten) Eiwei8- und Salzfehler (siche Michaelis, Wasserstoffkonzen- 
tration 1914, S. 176) und der Umschlag wird wegen des Puffercharakters 
der Enzymlésung, den Marshall selbst als der erste beobachtet hat [19144*) 
(8S. 357)], weder richtig noch scharf. Man klagt auch oft dariiber, daB der 
Neutralisationspunkt bei der Titration sich manchmal schwer bestimmen 
lat [siehe z. B. Wester 19202°*) (S. 167)}. Dieser Ubelstand wird vielleicht 
durch die von Hahn vorgeschlagene jodometrische Titration zum Teil 
beseitigt [1915%*) (S. 138)). 

3. Der Ammoniakgehalt der Probe wird — nach Fallung der 
Proteinstoffe mittelst Essigsiure — durch direkte Nesslerisation 
bestimmt [Folin®); Grigaut und Guérin, 1919*)]. 

II. Indirekte Methoden. 

1. Hitzedestillation [siche Boussingault, 1850); Wiister, 
188921); Nencki und Zaleski, '*)] mit oder ohne Vakuum. 
NH, wird dabei durch eine schwache Base [MgO, Kiesel, 1911) 
— Ca(OH),, Zemplen, 1912%%")] freigemacht und in eine Vor- 
lage von iiberschiissiger Saéure iberdestilliert. 

2. Destillation mit Wasserdampf [Armstrong und Horton, 
19122) (S.115)]. NH, wird ohne Zusatz von einer Base nur 
mittelst eines Dampfstroms waihrend 15—20 Minuten in die Saure- 
vorlage iibergefiihrt. Dies Verfahren ist von Armstrong mit 
Schiilern, von Marg. Falk, von Jacoby mit Schiilern, von 
Neumann und von Némec angewendet. 

Zu diesen beiden Methoden mag bemerkt werden, daB bei héherer 
Temperatur der Harnstoff selbst durch die schwachsten Basen (sogar von 





— 
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Wasser) angegriffen wird. Betrichtliche Mengen Harnstoff kénnen dabei 
zersetzt werden. Eine sichere Korrektion dafiir anzubringen ist schwer, 
wie Némec [1918"*!)] und Pin Yin Yi [192015*) (S. 178)] hervorgehoben 
haben. 

3. Nach Schlésing [1851"*’)]. Die Probe wird mit einer schwachen 
Base versetzt und nebst einer Siurevorlage unter eine Glasglocke gesetzt. 
NH, destilliert von selbst in einigen Tagen je nach der Temperatur und dcr 
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Voriage Reaktionskoloen Reakhonskalben Voriage 
Abb. 1. 


GréBe des Apparates mehr oder weniger quantitativ in die Saurevorlage 
tiber. Diese Methode ist nur von Shibata angewendet [1903'**)] und 
diirfte als veraltet angesehen werden. 

4. Nach Folin [1903%)], Das Ammoniak wird durch Alkali- 
carbonat freigemacht und durch einen mittelst H,SO, am- 
moniakfrei gewaschenen Luftstrom in die Saurevorlage iiber- 
gefiihrt. 

13. Weil die Folinsche Methode zur Ammoniakbestimmung 
eine der scharfsten Methoden der analytischen Chemie darstellt 
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und den iibrigen oben erwihnten Bestimmungsweisen weit iiber- 
legen ist, gebe ich hier eine nahere Beschreibung der Apparatar 
in der Form, wie ich sie angewandt habe (Abb. 1). 

Der Reaktionskolben steht wahrend des ganzen Versuches 
an der einen Seite mit einer Waschflasche mit H,SO, und an der 
anderen mit der Saiurevorlage luftdicht verbunden. Ein schwacher 
Luftstrom wird dabei stetig mittelst einer gewéhnlichen Wasser- 
strahlluftpumpe durch die Apparate hindurchgezogen. Die Ein- 
leitungsrohre sind in ihrem untersten Teil zu einer kleinen Kugel 
ausgeblasen, worin mit einer gliihenden Platinnadel 7 gleichgroBe 
kleine Lécher gemacht sind. Durch den Gummistépsel des Reak- 
tionskolbens geht ein mit Hahn versehenes Trichterrohr, in 
welchem 40 ccm einer gesittigten Pottaschelésung gegossen sind. 
Zu der bestimmten Zeit wird der Hahn geéffnet und nachdem die 
Pottaschelésung in die Reaktionsmasse geflossen ist, rasch wieder 
zugedreht. Die K,CO,-Lésung bricht die Reaktion momentan ab. 
Nach einer Viertelstunde wird der Luftstrom zu seiner vollen 
Starke angelassen. Die Zeit der nétigen Durchliiftung beruht auf 
Temperatur, Menge des Ammoniaks, Starke der Base und Starke 
des Luftstroms. 

Nach Ablauf der nétigen Zeit wird der Luftstrom vorsichtig 
abgebrochen, die Saiurevorlage freigemacht, das Einleitungsrohr 
mit destilliertem Wasser abgespiilt und aufgenommen und der 
Uberschu8 an Saure in der Vorlage durch "/,,-NaOH und Methyl- 
orange méglichst schnell zuriicktitriert. Der Umschlag ist auf 
0,01 com ®/,)-NaOH scharf zu sehen, d. h. auf 0,02 mg NH;. — 
Eine zweite Saurevorlage ist, wie Folin bemerkt, unndtig. 

In der urspriinglichen Folinschen Methode habe ich, wie 
ersichtlich, die kleine Abinderung vorgenommen, daf ich wihrend 
des ganzen Versuchs die Apparatur verschlossen halte, was durch 
die Einfiihrung des Trichterrohrs und Anwendung von Carbonat- 
lésung anstatt fester Substanz erméglicht wird. Folin selbst 
und nach ihm Van Slyke und Marshall éffnen den Stépsel 
des Reaktionskolbens fiir einen Augenblick und werfen ein paar 
Gramm festen Alkalicarbonats ein. Abgesehen davon, dai dabei 
die Reaktion vielleicht nicht sofort in allen Teilen der Lésung 
abgebrochen wird, so kénnen dadurch Ammoniakverluste ent- 
stehen. Wenigstens findet Bah]lmann nach dieser Methode bei 
Analysen an reinen Harnstofflésungen, die durch Sojaurease zer- 








Studien tiber die Urease. 


233 


setzt werden, stetszu wenig Harnstoff (durchschnittlich 4% zu 


wenig) [1920°) (S. 477) Tabelle I]. 


14. Um mir eine Auffassung iiber die nétige Zeit der Durch- 
luftung und iiber die Schairfe der Methode zu verschaffen, habe ich 


folgende Versuche gemacht: 


Versuch 5: Priifung der Folinschen Methode bei Zimmertemperatur. 


Tabelle V. 














i 
| 


Total- 














| Ses 5... me BE, 
Probe i esoeed eau po ppeny pn oo | aus 
‘Stunden| Losung, enthaltend | com | funden | geliefert 
20cm NH,Cl ........ 1 | 4¢K,CO, | 60 | 8,1 | 22,06 
MS ii. oalterap sia fe ; 2 | 4g K,CO, | 60 | 14,9 | 22,06 
DIE. ow se os 3 | 4g K,CO, | 60 | 18,9 | 22,06 
SomNMA 2... 4 | 4gK,CO, | 60 | 21,5°| 22,06 
| | 
20cm NH,Cl ........ | 4 | 20g K,CO, | 60 | 21,6 | 22,06 
te om. a | 17 | 20g K,CO, | 60 | 22,09) 22,06 
EE i ws / 17 | 20g K,CO, | 60 | 22,07/ 22,06 
20 com NH,Cl + 20 com ¥/,-Urea| 17 | 32g K,CO, | 80 | 22,11) 22,06 
-— 20 ccm ™/,-Urea || 17 20 g K,CO, 60 0,04; — 
Se ME ee, te | 2 | 5g NaOH | 60 | 10,6 | 22,06 
I adriana | 4 | 5g NaOH 60 | 18,6 | 22,06 
-- 20 cem ™/,-Urea| 4 | 6,7 g NaOH 80 | 0,26; — 
Versuch 6: Priifung der Folinschen Methode bei 60° C. 
Tabelle VI. 
Saugen NH, freigemacht Total- mg NH; 
Probe i | durch 40 cem | Volumen 7a 
|| Stunden | Losung, enthaltend | gem — geliefert 
20 ccm NH,C1 ..| 1 4 g K,CO, 60 | 21.5 | 22,06 
20 com NHL. .| 2 | 48 K,CO, 60 | 22,04 | 22,06 
20 com NH,Cl ..j| 4 | 4gK,CO, | 6 22,04 | 22,06 





Die Methode ist also véllig quantitativ, wenn Alkalicarbonat 
angewendet wird. Durch eine Anzahl Versuche habe ich mich 
iiberzeugt, daB8 NaOH zur Freimachung des Ammoniaks weniger 
geeignet ist als Alkalicarbonat und daf eine zweite Saurevorlage 
durchaus unnétig ist. Die Funktion des Alkalicarbonats scheint 
eine doppelte zu sein. Es macht nicht nur durch seine Alkalitat 
das Ammoniak frei, sondern vermindert durch seine Gegenwart in 
gréBerer Menge auch die Léslichkeit des Ammoniaks (Aussalzen). 


Es scheint demnach berechtigt, einen Teil des 


Alkalicarbonats 
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durch NaCl zu ersetzen. Das Ubertreiben des Ammoniaks geht 
freilich bei héherer Temperatur schneller vor sich, aber die An- 
wendung von Temperaturen iiber 40°C ist wegen der leichten 
Zersetzlichkeit des Harnstoffs bei héherer Temperatur nicht zu 
empfehlen. Auch bei Zimmertemperatur zersetzt sich der Harn- 
stoff, wenn er in gréBerer Konzentration vorliegt, selbst durch 
Alkalicarbonat zu einem meBbaren Betrage, wofiir natiirlich eine 
Korrektion anzubringen ist. 

Die Differenzen zwischen Parallelproben sind auf Fehler bei 
dem Abmessen der Probe (durch Pipette) und auf den unvermeid- 
lichen Titrationsfehler zuriickzufiihren. Sie brauchen bei reinen 
Ammoniumsalzlésungen nicht 0,05 mg NH, auf 25 mg, d. h. 0,2% 
iiberschreiten. Bei ordentlichen Versuchen, wobei kleine Diffe- 
renzen in dem Abmessen der Enzymquantitat und der Reaktions- 
zeit eine groBe Rolle spielen, kann man keine so gute Uberein- 
stimmung zwischen Parallelproben erwarten. 


Versuch 7: Parallelproben. 


Tabelle VII. 

















M/,-Harn- | Reaktions-| 0,1256n Rest NB, 
om ‘stoff zeit NaOH NaOH NH | Maximum 
ccm ccm Minuten ccm ccm mg | mIng 
1 5 30 12,17 2,30 4,91 | 170 
1 5 30 12,20 2,27 485 | 170 
1 5 30 12,18 | 2,29 4,89 | 170 
1 5 30 12,18 2,29 489 | 170 
| 

l _ 0 14,47 _ —_ | — 
oo 5 0 14,48 me oe | 170 
1 5 0 14,46 a 170 
i. cas fe mae in pea 
vas wie ve om “is 














Totalvolumen: 6com. — Temperatur: 17°C. — NH, durch 40 ccm 
gesiittigte Pottaschelésung freigemacht. — Hier stimmen die Parallelproben 
innerhalb 1,2%. 

Weil also der Titrationsfehler nur einen Bruchteil des gesamten Fehlers 
ausmacht, so habe ich keinen Anla§ gefunden, bei meinen Versuchen zur 
Anwendung schwicherer Siéure- und Alkalilésungen oder zu jodometrischer 
Titration tiberzugehen. Bei der Bestimmung des Harnstoffgehaltes in 
Harn- oder Blutproben durch die Urease ist indessen dies vielleicht zu 
empfehlen [Fiske 1915**) — Bahlmann 1920°)]. 

Beztiglich der jodometrischen Titrierung siehe Albert, diese Zeitechr. 
92, 397. 1918. 
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Obgleich Folin schon im Jahre 1903 seine Methode ver- 
éffentlichte, blieb sie von den Ureaseforschern lange unbeachtet. 
Erst im Jahre 1913 wurde sie von verschiedenen Seiten auf- 
genommen (Viehoever, Marshall, Van Slyke). 


4. Selektivitaét des Enzyms. 

15. Die Aktivitat der Urease scheint ausschlieBlich gegen den 
Harnstoff gerichtet zu sein. Alle Versuche mit anderen amino- 
haltigen Substanzen sind — mit einer Ausnahme — negativ 
ausgefallen. Die wichtigsten der untersuchten Stoffe sind: 

1. Alanin, Allantoin, Arginin, Benzamid, Glykokoll, Guanin, 
Hippurséure, Histidin, Kreatinin, Leucin, Tyrosin, Harnsiure 
und Biuret [mit Sojaurease — Takeuchi, 19097). 

2. Harnstoffderivate: Mono- und Bimethyl- und -aithylharn- 
stoff nebst Modifikationen [mit Sojaurease — Armstrong und 
Horton, 1912%)]. 

3. Casein, Pepton und Aminosiuren [mit Sojaurease — 
Van Slyke, 1913 14)]. 

4. Methyl- und Thioharnstoff, Acetamid [mit Bakterien- 
urease — Jacoby, 1916%)]. 

Alle diese Untersuchungen sind indessen nur qualitativer 
Natur gewesen. Neuerdings hat tatsaichlich Pin Yin Yi [1920 5) 
(S. 189)] gefunden, da8 Robiniasamenpulver aus den asym- 
metrischen Alkylderivaten des Harnstoffs (aus den symme- 
trischen aber nicht) einen Stoff abspaltet, der mit PtCl, einen 
Niederschlag bildet und nach dem Gehalt des Niederschlages an 
Platin zu urteilen das betreffende Alkylamin darstellt. Ob es 
sich hier um ein neues Enzym handelt, ist fraglich. 

16. Der ProzeB: Harnstoff -- Ammoniumcarbonat ist nach 
unseren heutigen Kenntnissen nicht umkehrbar. Weder durch 
Erhitzung einer reinen Ammoniumcarbonatlésung 2 Tage bei 
99° [Fawsitt, 1902) (S.605)] noch durch Einwirkung von 
Bakterienurease [Alkoholniederschlag — Jacoby, 19165) (S. 96)] 
oder Sojaurease [Kiesel, 1911%) (S.177)] hat man eine Ver- 
minderung der Ammoniumcarbonatmenge konstatieren kén- 
nen. Eine solche Verminderung, der angewandten Sojamenge 
proportional, behauptet freilich Barendrecht [1920%) S. 73—76)]} 
gefunden zu haben, aber sie ging bei seinen Versuchen im 
besten Falle zu 10 pro “2486, d. h. 0,004% auf. Nachdem 
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Mattaar (Recueil travaux de chim. des Pays-Bas 39 (4. Serie 1), 
S. 495—98. 1920) die diesbeziiglichen Versuche Barendrechts 
wiederholt hat, ohne durch Xanthydrol die geringste Spur einer 
Harnstoffbildung finden zu k6énnen, hat auch Barendrecht 
seine urspriingliche Auffassung, daB er mit (geschwichter) Soja- 
urease eine Synthese des Harnstoffs aus Ammoniumcarbonat 
durchgefiihrt habe, dahin modifiziert, daB er wenigstens das 
erste Stadium einer solchen Synthese durch das Verschwinden 
von Ammoniumcarbonat aufgewiesen habe (I. c. 8. 603—5). 


5. EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Reaktions- 
geschwindigkeit. 


17. Im Jahre 1909 veréffentlichte S6rensen seine epoche- 
machende Abhandlung: Sur la mesure et l’importance de la 
concentration des ions hydrique dans les reactions enzymatiques 
(C. r. des Traveaux du Laboratoire de Carlsberg 8, 1. Livraison 
1909; siehe auch diese Zeitschr. 21, 131 und 22, 352. 1909). Er 
schuf darin die colorimetrische und die elektrometrische Methode 
zur Messung der Wasserstoffionenkonzentration und tat bei 
dem Invertin, dem Pepsin und der Katalase dar, da8 die Wirkung 
dieser Fermente bei einer gewissen Wasserstoffzahl der Lésung 
ein Optimum hat. 


Obgleich die Gedanken des dinischen Forschers das gréBte Aufsehen 
erweckten und u. a. von Michaelis und seinen Schiilern waihrend der 
folgenden Jahre in einer Reihe glinzender Arbeiten erweitert und auch 
theoretisch ausgebildet wurden, so dauerte es ziemlich lange, bis sie von 


den mit der Urease arbeitenden Forschern beriicksichtigt wurden. 
Erst im Jahre 1913 scheinen 
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» BI | sie Armstrong, dem wir eine 

B so O7-«t _ . ae Reihe »,Enzymstudien“ u. a. tiber 
c a! J die Urease verdanken, bekannt zu 
00 TA cf sein. Gegen Sérensens MeBme- 
5 Fs thoden und von ihm vorgeschlagene 
$10 7 rae L Angabe der Wasserstoffionenkon- 
sj /, Noa ss zentration durch den negativen 
& 20 > hr Logarithmus (p,) verhalt er sich 

ae oi fy abweisend [1913*) (S. 576)]. 
a Er macht einige Versuche 
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tiber die Ureasewirkung in Gegen- 
wart von primaérem und sekun- 
dairem Kaliumphosphat in verschiedenen Konzentrationen, wie es scheint, 
ohne deren Einwirkung auf die Reaktionsgesch windigkeit zu verstehen 
(lL. ¢. 8. 579). (Abb. 2.) 


Abb. 2. 
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18, Einen Schritt weiter vorwirts kam Marshall [19141%)}. Er 
untersuchte die Aktivitat der Urease in Lésungen, die mit HCl oder NaOH 
in wechselnden Mengen versetzt waren. Optimalwirkung fand er bei dem 
Neutralpunkt. 

In demselben Jahre (1913) wurden Sérensens Methoden von 
van Slyke aufgenommen und in zielbewuBter Weise auf die Urease 
angewendet — und ich will hinzufiigen: mit dem allergréBten Erfolg. 
Durch die vortrefflichen Arbeiten von Van Slyke und seinen Schiilern 
ist die Chemie der Urease auf eine héhere Ebene gebracht worden. 

Wie iiberaus groB die Empfindlichkeit der Urease gegen die Wasser- 
stoffionenkonzentration der Lésung ist, zeigt folgender Versuch von 
Van Slyke und Zacharias [1914'87)]. 


Table VI, 8.191. (Abb. 3.) 








Ta Pg OE fer |697| 7, 
mg NH, . | 1,86 | 2,43 | 4,07 | 6 

Enzym: lccm 
(0,02 g Acetonpraparat). 
— 2proz. Urea: 10 ccm 
(200 mg). — ™/,;-Phos- 
phatmischung: 10 ccm. 
—Totalvolumen: 21 ccm. 
— Temperatur: 20°C. 
— Reaktionszeit: 30 Mi. | 
nuten. — NH; nach Fo- 
lin bestimmt. — pg co- 
lorimetrisch nach der 
Reaktion bestimmt. | | 

Durcheineneige- 5 © 7 8 9 Wh 5 6° 7 8 9B 
nen Versuch _iiber- Abb. 3. Abb. 4. 


zeugte ich mich von der Richtigkeit dieser Tatsache. 


8 | 7,50 8,04 | 8,80 | 9,24 | 9,36 
6 | 6,14 | 5,18 | 3,46 | 2,39 | 2,13 
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Versuch 8: Reaktionsgeschwindigkeit und p,. 


Tabelle VIII. Acme 4.) 














eg Mie | Mie Pu nach 
Enzym | A, 0 ma BPO, | KH,PO, | Harnstoff ——{Reaktionszeit | NH, 
com | ccm no | eem_ it ecm | _ eem 0 Min. 0 Min. iL Mittel _ Minuten mg 
1 | 6 05 | 15 1 |602| 606/604] 60 |1,62 
Peru Tr es 1 | 7,12 | 7,38 | 7,25 60 =| 3,07 
1 ii £0 9 1 8,52 | 8,80 | 8,66 60 1,64 
1 8 — | — 1 6,0 | 8,90; — 60 2,2 
Totalvolumen: 10ccm. — Temperatur: 16°. — p, elektrometrisch 


bestimmt. Enzym: Kaolinbeliandelt, saurer als gewohnlich. — “/,-Na,HPO, 
von py = 9,16. — ™/,-KH,PO, von py = 4,2. 
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19. Diese Empfindlichkeit gegen die Wasserstoffionenkonzen- 
tration ist im Lichte der wihrend der Reaktion rasch steigenden 
Alkalitaét zu sehen. Die letzte Tatsache ist schon langst bekannt, 
aber erst von Van Slyke und Zacharias quantitativ unter- 


sucht [19141*’), Table I u. II, (S. 184 u. 185)]. 


Ich habe in 


Versuch 9 das Ansteigen von pg bei Reaktion ohne Puffer elektro- 
metrisch verfolgt und in Versuch 10 die mit derselben Enzym- 
lésung entwickelten NH,-Mengen gleichzeitig bestimmt. 


Versuch 9. 


Tabelle IX. 











Zeit | 
Vor dem Zusatz von Enzym . | 8,5 
unmittelbar nach . ..... | 6,5 
SE 3 ae oe ae | 6,7 
en eR aE ae ear | 6,88 
OE igs CER Siege Seg ee | 7,12 
5 ” ee te See ee ale ae ee 7,24 
te ee ER ees Bees | 7,36 
8 ” Wee ee Se Oe ee Se ee 7,66 
eee se es Bk eee 7,83 
12 ” Ebel Gre ae Wee ee ee Mae 7,98 
14 ” eae ok ee Ge ee 8,12 
16 ” a ee Oe Oe Cee oe ae ee 8,28 
18 ” a eel ee ar oe OS re. 28 od 
20 ” See OS Le eo Pee 8,44 
25 ” ire Se eS ee Yaw oy ae ey 8,50 
35 ” ee ay a SP Om oe Sa Re 8,64 
40 ” Ww vie « 14° @ te ee 8,71 
50 ” OC Ry ew See 8,75 
60 ” SRS A Mee oe oy Bet Se 8,78 
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Abb. 5, 





Versuch 10. 





Tabelle X. 
Zeit NH, 
Min. mg 

3 0,34 

6 0,49 
12 0,73 
15 0,83 
30 1,28 
45 1,73 
60 2,09 . 





M/,-Harnstoff: 1 cem, 
max. NH,=34mg. — 
H,0: 8ccm. — Enzym: 
leem (Soja: Wasser 
=1:10). — Totalvolu- 
men: 10ccm. — Tempe- 
ratur: 17°C. 
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Die Werte sind in Abb.5 graphisch dargestellt. Daraus be- 
rechnet sich die untenstehende Tabelle iiber den Zusammenhang 
zwischen der Steigerung von py und der gebildeten Ammoniak- 
menge. 





Tabelle Xa. (Abb. 6.) 





mt ta. bm 
Pu | Pu ; 


Pu 2 Pu 
6,5 5 44 0 | 8,41 5 | 8,66 
6,6 ,66 | 8,48 6 | 8,69 
6,8 ; ,90 | 8,54 7. |. S22 
7,0 8 | 8,14 3 | 8,59 8 | &74 
7,2 | 8,31 | 8,63 | 8,76 


Schon nach der Zersetzung einer ganz minimalen Menge Harn- 
stoff (etwa 0,6 mg) ist pg iiber den Neutralpunkt verschoben. 
Von da an wird die Reaktions- i 

6 } 
- 
2 














geschwindigkeit rasch kleiner (siehe 

in Abb. 5 die Beugung der Kurve bei 
A). Nach der Spaltung von ca. 3 mg 
Harnstoff ist pq schon gegen 9 und 4 
steigt dann nur ganz langsam 
(bis 9,34) — wegen des Puffer- 
charakters des sich immer anhiu- 
fenden Ammoniumcarbonats. Es ,, 
macht sich also dann der py-Effekt 
nur schwach merkbar. Die Reak- «¢ 
tionsgeschwindigkeit zeigt jetzt ein “5-—7—7-4-p-7o- 7 
Verhalten, das nur von dem kon- Abb. 6. 

stanten pq, der Substrat- und Enzymkonzentration und der 
Menge der Reaktionsprodukte abhingig ist. 

20. Arbeitet man ohne Puffer, so verdeckt also im Anfang 
der py-Effekt véllig den Einflu8 des Substrats. Will man ein 
wahres Bild tiber den Zusammenhang zwischen Reaktions- 
geschwindigkeit und Substrat wahrend einer gewissen Zeit erhalten, 
so ist es unbedingt notwendig, den py-Effekt auszuschalten. Dies 
kann auf dreierlei Weise geschehen. 

1. Man 1l48t bei willkiirlicher Harnstoffkonzentration die 
Reaktion selbstindig bis zum Ende ablaufen aber beriicksichtigt 
nicht den allerersten Teil der Reaktion, wo pq noch nicht konstant 
ist, und auch nicht den allerletzten, wo kleine Versuchsfehler 
einen tibermaBigen EinfluB ausiiben. 


+. 
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So einfach und natiirlich wie diese Methode jetzt vorkommt, 
so ist sie doch nie angewendet, obgleich Versuche, auf die sie 
bezogen werden kénnten, massenhaft vorliegen. In einem folgenden 
Paragraphen werde ich zeigen, wie hiibsch sich derartige Versuche 
in dieser Weise berechnen lassen. 

Auch den ersten Teil der Reaktion kénnte man dadurch ver- 
wertbar machen, daB man durch Zusatz einer: geringen Menge 
Ammoniumcarbonat, Alkalicarbonat oder K,HPO, usw. schon 
von vornherein py auf 9,34 einstellt. 

2. Man sorgt durch einen Puffer dafiir, daB sich py wihrend 
der Reaktion konstant hilt. 

Dies ist aber schwer — in einem Grade, den die meisten nicht 
ahnen. Bei der Phosphatkonzentration M/,, (ca. 3%) steigt py 
fiir nur 2,5 mg zersetzten Harnstoff ca. 0,2 Einheiten. 


Versuch 11: Steigerung von py, bei ™/,9-Phosphat. 
gerung P 1 P 




















Tabelle XI. 
r ’ sos: CRS '| Harnstoft 
Zeit Pu Bn, zersetzt 
mIng mg 
Vor dem Zusatz von Enzym | 7,13 by ai _ 
unmittelbar nach. ...... & Se a 
WAR a ols seek | 7,10 | 0,47 | 0,83 
TR Sad ik Bsn, oe ee | 7,15 | 0,78 1,38 
UTM age Sse ka eae | 7,19 1,02 1,80 
"ee ee eS st ee ee | 7,24 | 1,28 | 2,26 


™/,-Phosphatmischung: 2 ccm. — ™/,-Harnstoff: 1 com (max. NH, = 
34 mg). — Wasser: 6 ccm. — Enzym: 1 ccm. — Totalvolumen: 10 ccm. — 
Temperatur: 17° C. 

Bei der starksten angewandten Phosphatkonzentration ™/, 
(ca. 15—16%) steigt py fiir 2,5 mg gespaltenen Harnstoff freilich 
nur einige Hundertstel, aber fiir 70 mg steigt sie mehr als eine 
ganze Einheit (siehe Versuche 30, 32 u. 34). 

Es ist also unméglich, durch einen Puffer den EinfluB der 
steigenden Hydroxylionkonzentration véllig auszuschalten, auBer 
wenn man gréfere Spaltungen als 10 mg Harnstoff pro 10 ccm 
(M/, pro Liter) vermeidet und doch die kraftige Phosphatkonzen- 
tration ™/, anwendet. py steigt dabei nur um ein Zehntel. Diesen 
Weg hat Van Slyke eingeschlagen. Seine Nachfolger dagegen 
benutzen, wenn sie iiberhaupt Puffer anwenden, allzu schwache 
Pufferkonzentrationen [Rona und Gyérgy 192018), z. B. ™/,- 
bis M/,,-Phosphat) und lassen die Harnstoffspaltung zu weit gehen. 
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Ich habe dies mit solcher Scharfe ausgesprochen, weil die in 
den letzten Jahren veréffentlichten Arbeiten (Bahrendrechts 
ausgenommen) erheblich an Wert dadurch verloren haben, da8 
sie ausgefiihrt sind ohne volle Wiirdigung der Empfindlichkeit 
der Reaktionsgeschwindigkeit gegen die allerkleinsten Verinde- 
rungen in der Wasserstoffionenkonzentration der Lésung und ohne 
BeriicRsichtigung der auch bei den stirksten Phosphatkonzen- 
trationen ungeniigenden Pufferwirkungen der Phosphatgemische. 

Zu der Anwendung von Phosphatgemischen als Puffer ist 
zu bemerken, daB die eingefiihrten Ionen (am meisten die Anionen) 
an sich einen hemmenden Einflu8 ausiiben, wie aus folgenden 
Zahlen von Van Slyke und Zacharias [1914 !8) (S. 193)] her- 
vorgeht : 


Bei ™/,,-Phosphat ist die Reaktionsgeschwindigkeit 0,70 
” Mlie ” ” 0,68 
” a ll ” ” 0,61 
” wf 2 ” ” 0,48 


Die Zahlen liegen ein wenig unregelmaBig. Mehr schlagende 
Ergebnisse werden spiter mitgeteilt werden. 


3. Wihrend meiner Versuche hat sich herausgestellt, daB 
die Empfindlichkeit der Reaktionsgeschwindigkeit gegen Ver- 
anderungen in py bei der Harnstoffkonzentration 0,2 Mol (d. h. 
120 mg Harnstoff pro 10ccm) ein Minimum hat. 

Beim Arbeiten mit 0,2 Mol Harnstofflésungen und ™/,-Phos- 
phat als Puffer kann man wahrscheinlich die Reaktion bis 60% des 
vorhandenen Harnstoffs (d. h. 70 mg) gespalten sind, verfolgen, 
ohne daB die Wayderung von py (um etwa 1 Einheit) den Verlauf 
wesentlich beeinfluBt. 

Auch ein Strom von Kohlendioxyd ist bisweilen als Puffer 
zur Verwendung gekommen [Armstrong mitSchiilern, 1912?) 
und 1913%)]. — Yamasaki, Science Reports of the Téhoku 
imperial University, 1. Serie 9. 1920). pg scheint sich dabei 
ziemlich konstant bei dem Neutralpunkt zu halten; 

Barendrecht hat kiirzlich Ammoniumbicarbonat + stré- 
mendes CO, als Puffer verwendet [1920%) (S. 35 u. ff.)]. 

Die Uberlegenheit der Phosphatgemische als Puffer liegt in 
dem Umstand, da8 man durch sie py auf die optimale Lage 
einstellen kann. 
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6. Einflu8 der Enzymkonzentration. 

21. Der erste quantitative Versuch in dieser Hinsicht stammt 
von Viehoever [19131%) (S. 210)]: Er impfte jedesmal 10 Mill. 
Sporen von verschiedenen Urobakterienstimmen in 20 ccm 
sterile Bouillon, mit 1% Pepton und 2% Harnstoff versetzt; 
nach 20—50 Stunden Stehen bei 28° wurde die Vermehrungs- 
gréBe und die Spaltungsgr6éBe (nach Folin) bestimmt. Er fand 
zwischen diesen GréBen eine gute Proportionalitét. Dies deutet 
darauf, daB das Spaltungsvermégen der Enzymmenge proportional 
sei. Das es tatsichlich auch so ist, wurde im Jahre 1913 unabhangig 
voneinander durch Marshall”*) und Van Slyke) gezeigt. 
Beide wuBten geschickt den damals unberechenbaren EinfluB 
der Reaktionsprodukte, der py-Steigerung und der unbe- 
kannten Reaktionsweise (mono-, bimolekular usw.?) zu eli- 
minieren. Anstatt die ganze Reaktion bei verschiedenen Enzym- 
konzentrationen zu verfolgen — wie es Armstrong gemacht 
hatte?) (S. 116 u.) S. 335) — lieBen sie (beide) verschiedene Enzym- 
mengen auf dieselbe Menge Harnstoff einwirken wihrend Zeiten, 
die den betreffenden Enzymkonzentrationen umgekehrt pro- 


portional waren. 
Marshall bestimmte NH, durch direkte Titration. Er fand (S. 353): 














Table I. 
Enzym- 10 ccm 1 per cent Urea |10 ccm 0,5 per cent Urea 
konzen- | Time} (Max. NH, = 56,7 mg) | (Max. NH, = 28,8 mg) 
tration | ape 8 aiid eR (eras 
ecm | Min. mg mg 
} 

5 16 30,2 26,3 

4 22 30,1 | 26,4 

3 | 26,6 29,8 26,7 

2 |40 29,4 26,6 

1 /|80 29,0 26,3 








Totalvolumen: 15 com. — Temperatur: 35° C. — Enzym: Nach seiner 


Methode bereitet. 
Van Slyke und Cullen bestimmten NH, nach Folin. Sie fanden 


om Table XI. 


0,5 per cent Urease | Time | NH, 
cem hours! mg 




















16 | 1/, | 6,32 


bom OD 
— 
rm 
° 
° 
= 
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Harnstoff: 8ccm 5proz. (400 mg). — Temperatur: 20°C. — Total- 
volumen: Dasselbe in allen Versuchen. 
In allen Reihen ist oe innerhalb der Versuchsfehler konstant. Die 


Hs ist also der Enzymmenge proportional. 


Reaktionsgeschwindigkeit 2 


Siehe auch meine Versuche 32 und 34. 


Der Einflu8 der Enzymkonzentration ist spiter auch von Labberté 
[19151°*)] und Wester?®, 292, 206) untersucht worden. 


7. Einflu8 der Harnstoffkonzentration. 


22. Aus Marshalls Versuch geht auch hervor, daB die 
Reaktionsgeschwindigkeit in einigem MaBe von der Harnstoff- 
konzentration abhingig ist. Diese Tatsache hat man lange auBer 
acht gelassen. Erst Armstrong und Horton untersuchten sie 
naher (19122) (S. 116)]. 


Table III. 





m/,-Urea solution 5 M Urea solution 
N | 
1; k = ——- log a... 
mg t a@-z 
4,4 | 
6,8 | 
i 
| 
| 











8,8 | 
12,9 | 


0 
0,71 
20,2 | 0,66 


26,6 | 0,62 
32,5 | 0,59 
43,2 0,55 
61,9 | 0,50 
| 3 | 78,5 | 0,46 
Max.NH,| 67,2 | 1668,8 | 

















Harnstoff: 5ccem. — Enzym: 5ccm. — Totalvolumen: 10 ccm. — 
NH, durch indirekte Titration bestimmt. — Temperatur: 25°C. — k von 
mir berechnet. 

Sie fanden also die Geschwindigkeit am gréBten bei ™/,-Harnstoff, 
ein wenig kleiner bei “/, und nur halb so groB bei 5M Harnstoff. 


28. Ungefahr dasselbe Bild zeigen die Versuche von Armstrong, 
Benjamin und Horton [1913%) (S. 335)], wobei die Proben wahrend der 
ganzen Reaktion mit CO, gesittigt gehalten wurden: 

16* 
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Table C. 
3 6 7 y 
Zeit M/,-Urea M/,-Urea M/,-Urea 2M Urea 5M Urea 
NH, | NH, | NH, | NH; | NH, | 
Minuten} mg | ad mg | & mg | ad mg | ad mg | af 
5 | 10,9 | 151 8,3 | 44 8,8 | 23 9,9; — 9,0 | 0 i 
10 | 19,0} 143 13,8 | 37 15,5; 20 | 165) 0 13,6 | 2,4 5 
15 | 25,8 | 138 | 20,2; 37 | 21,6) 19 | 20,9] 54] — o i 
20 | 34,7 | 155 | 25,5) 35 | 264; 18 | 25,2) 5,5] 25,8] 2,9 f 
30 | 46,8 | 183 36,9 | 35 37,9 | 17 36,6 | 6,6} 37,7 | 3,0 
40 | 59,3 oa 47,9 | 38 50,2} 17 46,9 | 6,7 — — 
60 | 680, — 69,2 | 38 | 73,1} 18 | 67,2) 6,8] 65,5 | 2,7 
50; — — 92,0; 38 | 97,6| 16 |101,7| 7,4] 90,3 | 2,5 
10; — — 1112,9; 38 |120,0| 17 | 1304) 7,3] — _— 
150} — — |135,7| 446] — — — —_ — 
180 | — — |157,8; — | 1686; 16 | 178 7,1 1170,5 | 2,5 
240}; — — |169,0' — | 2123) 18 | 2244) 71] — _ 
300; — | — — — | 2481; 19 | 2664) 7,1) — 
3600} — | — — — |279,5| 21 |308,2; 7,2} — — 
420 | — — — — |307,9;| 24 —_ — a a 
450} — — — — |3186)| 27 — — -- 
480 | — — — — | 3286; — | 3718; 7,1} — 
60] —~ | —|—}—|— | — ]4236 | 70) — | — 
1440 | — — — | st — |591,6|) 66) — — 
Max.| 68 | — | 170 | — | 340 | — | 680 | — | 1700| — 
k= - log ? _ yon mir berechnet. 
t a-@Zz 





24, Da8 die Geschwindigkeit bei Reaktion ohne Puffer von der Harn- 
stoffkonzentration ziemlich unabhangig ist, haben Van Slyke und Cullen 
mehr schlagend gezeigt [19141**) (S. 144)]: 





























Table II. 
4 i ; ae oe Serie 1 Serie 2 
i Zeit 1 ccm Enzym + 5 com 1 ccm Enzym + 5 ccm 
ae | 1 proz. Urea 5proz. Urea : 
a — " NE, | , 
4 i Minuten mg mg | H 
cy : i —== 
20 8,81 | 81 8,84 _ 
a 40 14,04 | 75 13,60 0 
‘a 60 18,05 | 75 18,08 7,8 
4 80 21,86 | 81 22,34 7,1 
i 100 25,60 | — 25,84 7,3 
e 120 27,06 | — 29,60 7,3 
140 27,74 | — 32,64 7,0 
t 160 28,25 — 35,97 7,0 
if Max. Re 4 ee: 2a | 


k von mir berechnet. 
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25. Ich habe diesen Versuch wiederholt und vdéllig bestatigt gefunden. 


Versuch 12: EinfluB der Harnstoffkonzentration. 


Tabelle XII. 





Serie 1 Serie 2 

Zeit 5ccem Enzym + 5cem M/,-Urea } 5 com Enzym + 5 cem M/,-Urea 
NH. . NH 

Minuten ag s “ 


30 12,62 | 67 (12,62) 

60 20,05 | 64 20,73 

90 26,30 27,24 
120 ee eo 33,64 
130 32,53 ms ara 
140 32,94 ses 
150 33,18 | : a 
180 33,32 itis 
240 at 63,43 


Max, 34,06 170,30 


Totalvolumen: 10ccm. — Temperatur: 16° C. 











26. Auch Wester hat in dieser Hinsicht einige Versuche gemacht 
[19202°*) (S. 167)}. 








17. 18, 
Zeit merenaatier« se 

NH, } NH, | 
Minuten mg | , =e a 

60 : 8,7 | 26,5! 8,7 | 
120 13,1 | 22,4] 13,1 | 14,4 | 
180 17,2 | 22,4] 17,2 | =<. | 
240 2: 20,9 | 24,2] 21,4 | § 22,8 | 
1320 aeeey Gee re 85,0 | 
Max. | 28,3 | — | 283 — | 56,6 | i bs Shee 




















Methode: 5ccm Enzym (10proz. Glycerinextrakt) + resp. 50, 50, 
100, 150 und 200 ccm 2proz. Harnstofflésung, mit Wasser bis 250 ccm 
aufgefiillt. Jedesmal 25ccm ausgenommen und titriert. — Reaktions- 
temperatur: 30°C. — k& von mir berechnet. 


27. Alle diese Versuche geben den Eindruck, da8 die Harnstoff- 
konzentration die Reaktionsgeschwindigkeit gar nicht beeinflusse, 
auBer wenn sie gréBer als 2 Mol oder kleiner als 0,015 Mol sei. 
Dies gilt indessen nur bei Versuchen ohne Puffer. Denn halt man 
in allen Reihen py bei demselben Punkt, so wird die Reaktions- 
geschwindigkeit in hohem Grade von der Harnstoffkonzentration 
abhangig, wie aus folgendem Versuch von Van Slyke und Cullen 
hervorgeht [191418*), S. 146]: 
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Table II. 
Ri 2/99- NH se, | Harnstoff- 
6 z ad a d tration @ z }10¢ @ \a-k 
tration | Maxim. | gefund. |g; —z °!°% g— 7! be- | Mol pro | Maxim. | gefund.|~; 1°85 | 
% com ccm | rechnet Liter mg mg 
0,0375 12,5) 5,8 0,055 | 0,056 0,00625 | 2,13) 0,99 45 | 1,4 
0,075 25 | 10,4 58 59 | 0,0125 4,26; 1,77 39 | 2,5 
0,15 50 | 15,5 53 54 | 0,025 8,52} 2,64 27 | 3,4 
0,3 100 | 21,2 52 55 | 0,05 17,03} 3,60 17,3 | 4,3 
0,6 200 | 24,8 51 48 | 0,1 34,06) 4,22] 9,6 | 4,8 
1,2 400 | 27,0 52 | 39) 0,2 68,12) 4,59 5,1 5,1 
2,4 800 | 28,5 a | 33/0,4 136,24) 4,85 2,6 | 5,2 
4,8 11600 | 31,0 15,17 | 0,8 272,48/ 5,27] 1,8 | 7,2 
9,6 3200 © 31,0 15,17 | 1,6 544,96) 5,27 0,7 | 5,6 


Reaktionsmasse: Enzym: 1 ccm (1 proz. Lésung von acetongefillter 
Urease). — Phosphat: 5 ccm einer Mischung von 2 vol. ™/,-K,HPO, + 1 vol. 
“/,-KH,PO,. — Konzentration = ™/,. — Harnstoff: 4ccm von Lésungen 
wechselnder Konzentration. — Totalvolumen: 10ccm. ~— Temperatur: 
20° C. — Reaktionszeit: 60 Minuten. — p,: Leider nicht angegeben, wahr- 
scheinlich 6,80—6,90. 

Mit diesem wichtigen Versuch sind wir auch an die Zeit- 
gleichung der Ureasewirkung herangetreten. Dies Problem wird 
zunachst behandelt. 

28. Aus manchen Gesichtspunkten ist es wiinschenswert, 
da8 die Harnstoffkonzentration genau angegeben wird. Leider 
wird sie meistens durch den vieldeutigen Begriff ,,Prozent“ 
a ausgedriickt. Einige meinen damit: Anzahl g auf 100 com Lésungs- 
S mittel [z. B. van Slyke und Cullen 8) (8. 212)] — andere: An- 
a , zahl g pro 100cem Lésung [z. B. Barendrecht®) (S. 56)] — 

wihrend das Richtige ist: Anzahl Gramm pro 100 g Lésung. 
Diese Vieldeutigkeit verursacht eine gewisse Unsicherheit. Am 
besten und vollig einwandfrei ist, die Harnstoffkonzentration 
in Molekularnormalitét M (d. h. Anzahl Mol pro Liter Lésung bei 
angegebener Temperatur) auszudriicken. 


2 RS a rad Do 


8. Verlauf der Reaktion. 

29. Trotzdem Harnstoff seit Prout (1818) und Urease- 
lésungen seit Musculus (1876) darstellbar gewesen sind, ist doch 
die Zeitgleichung der enzymatischen Spaltung des Harnstoffs 
noch nicht aufgeklirt. Die Ursache liegt hauptsichlich in der 





' iiberaus groBen Empfindlichkeit der Reaktionsgeschwindigkeit 
+ gegen die Wasserstoffkonzentration der Lésung und in der Stei- 


gerung von pq wahrend der Reaktion sowohl ohne als auch mit 
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Gegenwart eines Puffers, wodurch der Einflu8 der Substratkon- 
zentration und der Reaktionsprodukte mehr oder weniger ver- 
deckt wird. Kein Wunder also, da8 die Versuche ohne Puffer 
simtliche negativ ausgefallen sind. 

Bei Moll [1902 15) (S. 347)] habe ich den ersten Ansatz, die 
Reaktion zu ee gefunden: 








Zeit in ‘Som 1 | » a Ee 4 
Harnstoff zersetzt in °/, | 51,4 | 62,2 | 74,4 86,2 
30. Dasselbe Bild eines ziemlich ,,linearen“ Verlaufs zeigen 
alle Versuche, die Armstrong und seine Mitarbeiter iiber die 
Reaktion mit oder ohne Zusatz fremder Stoffe (vor allem CO,) 


gemacht haben: ,,The values of the ratio —_ 


inno way correspond 


tho those to be exspected in the case of a change — at 
unimolicular rate?) (S. 337). 


31. So stand die Sache als Van Slyke und Cullen seinen 
obig (§27) erwihnten Versuch machten. Sie kniipften daran 
folgende Erlauterungen: 


Der Verlauf besteht aus 2 Reaktionen: 
1. Enzym und Harnstoff verbinden sich: H + U = ZU. 
2. Die Verbindung zerfallt: HU = FE + CO, + 2 NH;. 
Von dieser Annahme ausgehend kommen Van Slyke und Cullen 
[1914'8*) (S. 146 nu. ff.)) zu der Differentialgleichung: 
dz c-d-(a—2) 
dt d+e-(a—z)' 
Die Integration gibt: 
1/1 
se E\c 8; -a: a) 
Hier bedeutet: a die Anfangskonzentration des Harnstoffs, 
x die zur Zeit ¢ umgesetzte Menge Harnstoff, 
c die Geschwindigkeitskonstante der 1. Reaktion, 
d die Geschwindigkeitskonstante der 2. Reaktion. 
l 
Bei hoher Harnstoffkonzentration kann der Ausdruck : log = 
vernachlissigt werden. Fiir diesen Fall hat man: 
x x 
= gai Ba 
So ist d in Table III (S. 26) bestimmt. 
Zur Berechnung von c schreibt man: 


d a 
= — a ae 0.434! 10 
haa FT am a ag oder 0.4343¢ , log | 
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Bei der Anwendung dieser Formel auf die Ergebnisse in Table III 
setzen Van Slyke und Cullen willkiirlich ihre Enzymkonzentration 
zu HE = 0,1 und erhalten aus den 2 letzten Reihen: 

fe oe 

0,1 - 60 
¢ aus den anderen Reihen bestimmt erweist sich nach ihren Berech- 
nungen als eine genuine Konstante, wihrend die Werte an der monomole- 


= §,17.. 


kularen Konstante k = ~ log —* — zeigen, daB diese Gleichung nicht 
zutrifft. 

82. In seinen folgenden Versuchen zeigten Van Slyke und Cullen, 
daB8 ihre Formel: l ae 


1 a 
t= (5 be525+ 3) 
gilt, nicht nur fiir die Anfangsgeschwindigkeiten bei konstanter Enzym- 
menge wie in Table III, sondern fiir den ganzen Reaktionsverlauf vom 
Anfang bis zu der vollstindigen Spaltung des Substrats und auch bei 
wechselnder Enzymkonzentration: 


Table VIL. 1) (8. 153) 


a = 6,81 mg NH; a = 340,6 mg NH; 
0,4343 - d 
E Maximum Minimum  Mittel Mittel 
0,03 0,056 0,050 0,052 4,13 
0,10 0,058 0,051 0,053 5,17 
0,10 0,058 0,050 0,054 5,17 
0,30 0,060 0,054 0,057 5,12 


Die Werte von c in dieser Tabelle zeigen ja eine schéne Ubereinstimmung. 
Ich will hier nur bemerken, da8 die Ergebnisse nur eine einzige und zwar 
ziemlich kleine Anfangskonzentration (a = 6,81 mg NH;) betreffen. Ver- 
suche mit anderen Harnstoffkonzentrationen werden im experimentellen 
Teil dieser Arbeit mitgeteilt. (Kap. IV—VI.) 

88. Van Slyke und Cullen haben weiter Arbeiten anderer Forscher 
iiber Lactase und Invertase, Diastase und Peptase in ihrer Weise durch- 
rechnet und die Aufmerksamkeit darauf gerichtet, daB die Ergebnisse 
sich ihrer Formel gut anschlieBen. 

Die theoretischen Betrachtungen Van Sly kes haben von vielen Seiten 
Widerstand erfahren [z. B. Falk 1917**) und Hedin, Grundziige der physio- 
logischen Chemic, 1915]. Es mag indessen hervorgehoben werden, da He nri 
(Lois générales de |’action des diastases, Paris 1903), Barendrecht’), °), *) 
und Michaelis (diese Zeitschr.“49, 333. 1913) alle auf verschiedenen 
Wegen zu ahnlichen Formeln fiir Enzymwirkungen gekommen sind. 


9. Temperaturkoefficient und Temperaturoptimum. 
34. Van Slyke und Cullen haben auch den EinfluB der 
Temperatur auf die Reaktionsgeschwindigkeit untersucht [19141**) 
(S. 174). 
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Tabelle XIX. 


i a rs ee er 
Enzymlésung | Tom NH, Aktivitét | Loetfizient 
| | A 





+ 5 Teile Wasser) 10 364 | 0,45 


Frisch (1 sh aterm | Oo | 154 | 016 
| 20 | 6,09 0,90 


| 

, oe cae 1 eee 
30 | 252 | 029 
40 | 415 | 0,55 
| 6o | 680 | 1,07 | 
1 @ | te | ts | 


diinnt 





Derselbe Extrakt, fiinfmal ver- | 
| 


Reaktionsmasse: Enzym: 1 ccm, — 5 proz. Harnstoff: 5 com (250 mg, 
M = 0,7). — Max. NH, = 141,67 mg. — Totalvolumen: 6 com. — Reaktions- 
zeit: 15 Minuten. 

A ist nach einer von ihnen aufgestellten Formel: 


231 + =) 
231 /’ 

die den Zusammenhang zwischen Enzymaktivitat A, Zeit ¢ und der nach 

der Zeit ¢ entwickelten Ammoniakmenge (in ccm ®/,-NH, pro Liter) bei 

Abwesenheit eines etwaigen Puffers ausdriicken soll. 


(2 — 462 log= 


Die letzte Kolumne zeigt das Verhiiltnis a . Die Werte 


ty 
geniigen zwischen 0° und 50° der Formel: 


log A,, = log A;, + 0,029 (t, — t,) . 


Als Mittelwert an der Temperaturkoeffizient fiir 0—50° 
geben sie 1,91 an und als Temperaturoptimum 55°. 

Ich fiihre zuletzt einen Versuch von Wester an [1916%*) 
(S. 429)]. 





“Harnstoft gespalten bei 
coon so : 
Minuten | % | % | e | 


30 | 47,6 | 95 
60 | | 23 76,8 

1200 | | 20 98,7 

180 | | 22 98,7 

300 | is — aie 
480 | c= 


Zeit 














Methode: 10ccm Enzym (nach Marshall) + 20com 2proz. (?) 
Harnstofflésung + Wasser bis 250 ccm. 25 ccm ausgenommen und titriert. 


— Max. NH, = 22,7 mg (?). k= = log ist von mir berechnet. 





ci meetin th eae 





PEARS, trae le RRO NH . 


ap ghamten Iago 2 2 





ie aie 
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10. Temperaturtoleranz. 


35. Van Slyke und Cullen [1914%*) (S. 175)] erhitzten 
eine frische, 5 mal verdiinnte Enzymlésung 30 Minuten bei 3 ver- 
schiedenen Temperaturen und lieBen dann 1 com Enzym wahrend 
15 Minuten auf 5 ccm 5 proz. Harnstofflésung von derselben Tem- 
peratur einwirken. In Kontrollproben wurde das Enzym so schnell 
wie méglich auf die betreffende Temperatur gebracht und unmittel- 
bar zu der Harnstofflésung gesetzt. 








Temperatur | Zeit der Erhitzung | NH, NH, in der Kontrolle 
4 | 











Cc | Minuten mg mg 
6 30 | 8,28 | 8,21 
70 | 30 | 5,35 | 6,99 
80 30 | 0,29 | 6,39 


Die Urease in Wasserlésung wird demnach durch 30 Minuten Er- 
hitzung bei 60° nicht beeinfluBt, verliert 1/, ihrer Aktivitaét bei 70° und 
wird bei 80° beinahe vdllig zerstért. 

Vergleiche Moll [1902'%*) (S. 346)] und Jacoby und S ugga [1915*)]. 


36. Selbst habe ich den EinfluB Istiindiger Erhitzung unter- 
sucht. 


Versuch 13: Istiindige Erhitzung. 


4 Kolben mit 1 com frischer Enzymlésung + 2cem ™/,-Phosphat- 
mischung (py = 7) + 6ccm H,O wurden im Wasserbade 60 Minuten bei 
verschiedenen Temperaturen gehalten, nach Ende dieser Zeit durch eine 
Kaltemischung rasch bis 17° abgekiihlt und mit 1 ccm ™/,-Harnstofflésung 
versetzt. Nach 60 Minuten Reaktion bei 17° wurde das Ammoniak nach 
Folin bestimmt. In allen Kolben entstand wihrend der Erhitzung ein 
Niederschlag. 


Tabelle XIII. 
































Temperatur Zeit der Erhitzung | Reaktionszeit NH, | Max.NH, , 
°C Minuten Minuten ming mg > [ee 
50,4 60 60 12,42 | 34,06 | 32,8 32 
50,4 60 60 12,17 | 34,06 | 32,0 
62 60 60 11,66 | 34,06 | 30,3; 30 
70 60 60 7,36 | 34,06 | 17,6 18 
70 60 60 7,39 | 34,06 | 17,7 
80 60 | 60 0,19 | 34,06 | 04) — 
80 60 60 0,17 | 34,06 | 04; — 
nicht erhitzt 60 60 12,64 | 34,06 | 33,5 | 34 
nicht erhitzt 60 60 12,85 | 34,06 | 34,3 


Die Tétungstemperatur — d. h. die Temperatur, bei welcher 
das Enzym in wisseriger Lisung ohne Substrat, bei optimalem 
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i 
; ae : _ 
Py nach 60 Minuten langer Erhit oO 


zung auf die Hialfte seiner Aktivi- 3 
tit sinkt — ist also fiir die Urease 
etwa 70°. 

Jedoch mag zugegeben werden, ip: 
da dieser Versuch vielleicht nicht 7@}——;— 
bei dem pg-Optimum und mit allzu ,| | | 
schwacher Phosphatkonzentration & 


(nur ™/,,) ausgefiihrt ist. 0 10° 20° 30° 40? 50° 60° 70° 30° 90° 
Abb. 7. 












































11. Einflu8 der Verdiinnung. 


37. Marshall hat als der erste die Aufmerksamkeit darauf 
gerichtet, daB bei Verdiinnung (ohne Vorhandensein von Puffer) 
die Aktivitat zunimmt, um bei weiterer Verdiinnung wieder zu 
sinken [1914}2)). 

Table III u. IV. 





5 ccm 2proz. Harnstoff + 2 ccm Enzym + xccm H,O 


| ___ 80 Min. bei 35° 60 Min. bei 35° — 
Sea ae TSS ecm z ccm | cem 
Totalvolumen | 7 | @ 7 bt ae 
mg NH, ..! 18,1 26,0 a7 | 46,3 





38. Bevor ich Marshalls Abhandlung gelesen hatte, machte 
ich selbst gelegentlich dieselbe Erfahrung, die ich dann durch 
folgenden Versuch ein wenig naher untersuchte: 


Versuch 14: Wirkung der Verdiinnung. 
























































mg Nit, 
Tabelle XIV. "| 
ss | ° 
1 ccm M/,-Harnst. + 1 ecm Enzym a 5° 3S 
+ x ccm H,0; 60 Min. bei 17° S 
Totalvolumen NH, | Max. NH, ” AT pak Vets 
ecm | mg | mg mo ier ; 
an = 
2 8,0; 34,1 Pe J | L 
8 10,6 34,1 Pr er Nay Say aE Te 
16 12,1; 34,1 P | | 
32 13,2} 34,1 1 a Sut 
48 14,8; 34,1 6 ae loom 
64 16,1; 34,1 0 2 4 60 80 00 720 WO 
56 16,6; 34,1 Totalvolumen 
128 15,7; 34,1 Abb. 8. 








Ich iiberzeugte mich auch, daB ein Konstanthalten der Harn- 
stoffkonzentration wihrend der Verdiinnung die Ziffern nur wenig 
beeinfluBte. 
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39. Auch einige Versuche von Wester (1916?) (S. 429)] 
bestatigen diese Ergebnisse. Es ist daher wohl auf ihre ungeniigende 
Methodik (Dampfstromdestillation) zuriickzufiihren, daB Jacoby 
und Umeda das Gegenteil gefunden haben [1914 *)] 


Tabelle II. 








‘| 20cem 2proz. Harnstoff + 10 ccm Enzym 
+xccm H,O; 19 Std. bei 87° 


sees ; ) 


Totalvolumen cem | 32 | 40 








50 
cem "/;-NH, . . | 0,85; 0,98 | 0,48; 0,45 | 0,44; 0,42 


Die Erklarung der gesteigerten Aktivitat liegt wohl in der 
durch die Verdiinnung gehemmten py-Steigerung, wodurch die 
Reaktion langsamer durch das Gebiet des optimalen py passiert. 
In Gegenwart von Puffer diirften sich die Ergebnisse anders 
gestalten. Solche Versuche sind indessen nicht ausgefiihrt. 


12. Einflu8 der Belichtung. 


40. Es liegen nur spirliche Versuche vor. Wester fand 
[1916 292) (8. 429)], daB 10 Stunden Verweilen im direkten 
Sonnenlicht die Ureaselésungen nicht schadigen, wahrend 50 Stun- 
den es in hohem Grade tun. 


Onodera konstatierte [1915%) Exp. 27)], daB die Ak- 
tivitét einer frischen Ureaselésung unter dem EinfluB des 
diffusen Tageslichtes stetig abnahm, jedoch nur annaiherungsweise 
nach dem monomolekularen Gesetz. Weil ein solches Abnehmen 
in der Aktivitaét auch im Dunkeln eintritt (siehe Versuch 2, § 10), 
so handelt es sich hier wohl mehr um einen freiwilligen Zerfall 
der Enzympartikel als um einen Einflu8 der Belichtung. 


18. Léslichkeit. 

41. In Wasser ist — wie vorher angegeben — die Urease 
der Pflanzensamen sehr leicht léslich. In 90proz. Alkohol ist 
das Enzym unléslich [Bayliss, 1915%)} spaltet doch in solcher 
Lésung Harnstoff einigermaBen. 


In diesem Zusammenhang kann ich einen Versuch anfihren, 
den ich eigentlich machte um zu sehen, ob nicht durch Alkohol 
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ein eventuelles CO-Enzym entfernt und isoliert werden kénne, 
wie dies z. B. bei der Hefezymase der Fall ist. 

Versuch 15: Léslichkeit in abs. Alkohol. 

Bereitung von: 

AF: 20g Sojabohnenmehl + 150 ccm 96proz. Alkohol 20 Stunden 
geriihrt. Riickstand (AR) abfiltriert. Filtrat = AP. 

ARW: Riickstand AR + 150 com H,O 22 Stunden geriihrt. Wasser- 
extrakt (ARW) abfiltriert. 

E: 20 g Sojabohnenmehl + 150 com H,O 40 Stunden geriihrt. Filtrat 
= EF (frische Enzymlésung). 


Tabelle XV. 








1 My / Maximum 
Enzym #0 NH, 
| ccm m | mg 


| 120| 0,28) 34,06 
| 120| 6,98| 34,06 
120! 6,62) 34,06 
120 | 10,46 | 34,06 
120 | 10,07} 34,06 


0,5com AF 

0,5 , ARW 
0,5 , AF+0,5ccemARW | 
05°, 3 
0,5 , #H+0,5ccm AF. | 


bo bo bo ts to 


Das Enzym ist also in Alkohol unléslich und das Alkohol- 
extrakt enthalt kein Co-Enzym. Alkoholbehandlung ist schiidlich. 


14. Beschleunigende Stoffe. 


2. Beim Zusatz fremder Stoffe hat man in vielen Fallen 
gefunden, daB die Reaktion beschleunigt wird. 


Dies gilt fiir: CO,, HCN, Glykokoll, NH,Cl [Armstrong usw.**)], 
eine Reihe Aminosiuren wie Alanin, Asparagin, Leucin, Tyrosin, Witte- 
pépton, Casein, Glycyltryptophan und Glutaminsiure, wenn neutralisiert 
{nur bei Sojaurease, nicht bei Robinia- oder Bakterienurease — Jacoby 
usw.®®, 82)], weiter fiir Phosphatgemische [Van Slyke usw.!8’)] und 
Serum [Marg. -Falk*!) — Jacoby usw.®, *%, §4) — Neumann) — 
Onodera**) (S. 544)]. 

Alle diese Stoffe sind schwache Saiuren oder amphotere Elektrolyte. 
Ihr beschleunigender EinfluB ist wie beim Phosphat auf ihre Hemmung 
der p,-Steigerung zuriickzufiihren, wie Réna und Gyérgy hervorheben 
[19201*2)]. Dies wird, was Serum betrifft, mit groBer Schirfe von Jacoby 
bestritten (diese Zeitschr. 114, 152. 1921). Die Versuche von Rona und 
Gyérgy mit ™/-,Phosphat als Puffer zeigen jedoch, daB eine Beschleuni- 
gung durch Serum erst nach langer Versuchszeit und zwar ziemlich schwach 
eintritt, durch Glykokoll, Alanin, Tyrosin und Leucin iiberhaupt nicht. 
Um den Streit endgiiltig abzumachen, ist es nétig, bei Serum noch starkere 
Pufferkonzentration als “/, anzuwenden. 
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15. Hemmende Stoffe. 


43. Hier liegen die Verhaltnisse mehr verwickelt und uniiber- 
sichtlich vor. Die Hemmung kann auf einer reinen Giftwirkung 
der eingefiihrten Ionen oder auf dem py-Effekt der eingefiihrten 
H bzw. OH’-Ionen oder auf diesen beiden Ursachen zusammen 
beruhen. In gréBerer Konzentration sind auBerdem alle Stoffe 
nachteilig. Hemmend wirken also: 


A. Alle Basen, wie NaOH, NH;, Na,CO;, (NH,),CO, (im Anfang), 
K,HPO,. 

B. Starke Mineralsiuren wie HCl, H,SO,, H,BO,, Carboxysauren in 
gréBerer Konzentration, wie Essig-, Butter-, Glutamin- und Salicylsaure; 
weiter Phenol, Dichlordiaéthylsulfid (ohne Puffer) usw. 

Anm.: DaB schwache Sauren wie Phenol, Resorcin, Guajacol und 
KH,PO, in kleineren Konzentrationen (™/,,) die Reaktion erst hemmen 
und dann beschleunigen, ist durch ihren p,-Effekt ohne weiteres einleuchtend. 


C. Aldehyde (am meisten Formaldehyd) und Aldehydcyanhydrine 
(nicht Acetaldehydcyanhydrin), Arsenverbindungen, Chinol, Monomethy]- 
chinol, Chinin, CuSQ,, Chloroform, Dichlordiathylsulfid (auch mit Puffer), 
FeSO,, H,S, hippursaures Natron, KCN, NaF, Neutralsalze (besonders die 
Kationen), Phosphationen, Saligenin, Senfél, Sulfon, Tetrachlordiithyl- 
sulfid usw. 

D. Alkohole in gréBerer Konzentration (um so staérker, je mehr C-Atome 
Saponin, Glycerin, Harnstoff (> 2M). 


44, Eine Sonderstellung nehmen HgCl,, Hg(CN), und NiO ein. Sie 
inaktivieren schon in geringen Mengen die Urease véllig, aber das Enzym 
kann durch geeignete Stoffe reaktiviert werden, bei HgCl, und NiO durch 
KCN oder Glykokoll, bei Hg(CN), nur durch KCN. Jacoby erklart dies 
durch die Annahme, da8 die Metallionen zuerst mit den Enzymmolokeln 
eine komplexe Verbindung eingehen, die dann durch KCN oder Glykokoll 
ibres metallischen Teils beraubt wird. 

Ohne EinfluB sind geringere Mengen folgender Stoffe: Alkohole, 
Atoxyl, arsenige Siure, EiweiB, Glucose, Glycerin, KCN, Lavulose, NaF, 
Na-Salicylat, Methylsalicylat, Neutralsalze, Pepsin, Papayotin, Saccharose, 
Toluol, Thiodiglykol, Thiodiglykolacetat, Trypsin usw. 


Literatur. 


Armstrong usw.*, *). — Aubel und Collin’). — Bayliss''). — 
Groll®). — Jacoby usw.®, 1, 2, 83,9) _ Labberté'*). — Mar- 
shall!2#), — Miq uel!#*), — Moll). — Onodera!*5), — Pin Yin Yi*®*). 
— Réna usw.'*?, 168), — Takeuchi!’’). — Van Slyke usw.?*’). — 
Wester, 20¢, 207), 











45. Die Ergebnisse verschiedener Vorbehandlungen sind, kurz zu- 
sammengestellt: 
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Mit 


A. NH, 


NaOH 


B. HCl 


H,S0, 


Essigséure 


Buttersiure 


Oxalsiure 


Ameisensiure 





Konzen- Vorbehand- 


tration | lungszeit 
M /o5 1 Tag 
M/ 9 
M ps ri " 
/25 Gd 
80 1.5 Std 
/100 1,5 - 
«500 15 , 
1s up e j 
"~~ 11000 ” 
M/s, I Tag 
M 90 18 Std. 
J 3 Tage 
Meee ose 
 /s00 17 Std. 
™/1000 10 Min. 
000 2 x 
(2000 1 Std. 
4/30 1 , 
/ 4000 1 
"he 15 Min. 
*/s0 15 , 
”/ 509 15 Fe 
™/ 500 30 
* /1000 17 Std. 
”/ 2000 1 , 
) pe + 
“/3000 1 , 
| 4000 1, 
” | see 17 Std. 
”/s00 oo Min. 
Dee 90 > 
500 = 
*/1000 10 ” 
"/1000 60 , 
| 17 Std. 
”/1000 10 Min. 
*/1000 60 , 
™/s00 17 Std. 
"/1000 = Min. 
‘3000 ” 
"/s000 60 , 
™/ 500 17 Std. 
”/1000 10 Min. 
® /e000 60 " 
"/s000 60 


| Aktivitét | 
| 
| 
| 


wenig ab- 
geschwicht | 








Oo 


Armstrong *) 
Onodera™) 


Marshall 2?) 


Armstrong ?) 
Marshall 32) 
Armstrong ®) 


Onodera™*) 


Marshal] ?22) 
Onodera ™) 


Onodera*™) 


Onodera™®) 


Onodera***) 


Onodera) 


Onodera “) 







if 
‘a 
f 


Piss 


aoe in Nag 
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4 — Se T —e 
Mit meso Pee Aktivitat | Autor 
~ HyPO, M/yyg | 17 Sta. 0 | Onodera%) 
“/iooo =| 10 Min. 256/055 
“hoo | 60 , */s4 
Trichloressigsiure |} ™/1999 | 10 Min. %5/,, | Onodera™') 
“leon «| «60 5 Ales | 
Mee | 60 , a), | 
™/s000 60 , 8/9 
Benzoesiure M/iooo =| 60 Min. 1/4, | Onodera™) 
| “/2000 | 60 “ee 
Salicylsiure | Shee | OO , 0.7 leg | Onodera™) 
| ™/s000 60 , 18/o4 
HNO, M/soo9 =| 60 Min. o4/,, | Onodera™) 
| “/sooo | 60 . 23. /a4 
“/yoo += «60 =, BO), 
C. NaCl Mh | 20 Std. 99/05 Onodera 15) 
CaCl, i 2/,, Onodera 5) 
BaCl, | al PO  . 33/5 Onodera **) 
D. Alkohol 90°/, 22 Std. wenig Marshall !*#) 
geschwicht 
96°/, , a "he Lévgren, diese 
| Arbeit § 41 
E. Paraldehyd | "hs | 5 Std 0 | Onodera™) 
Thiodiglykol Str ia | O., keine Réna& Petow !*) 
10 ccm Hemmung 
Dichlordiethyl- eS ay a keine Réna & Petow **) 
sulfid 10 cem Hemmung 
F. Blutserum 15 Min. a P Jacoby **) 
G. Fltissiger Luft — 100 Std. kleine | MHipburn- 
Hemmung |__ Bassoni ”*) 
‘ F 46. Was die Sauren betrifft, so ordnet sie Onodera nach 
ie fallendem Inaktivierungsvermégen in folgender Reihe: 
Ait Oxal- > Trichloressig- > Salz-, Salpeter- > Schwefel- > Salicy]- 
he > Ameisen- > Benzoe- > Phosphor- > Butter- > Essigsiure. 
Bi Diese Ordnung stimmt mit dem Dissoziationsgrad, auBer fiir 
iy Oxal- und Trichloressigsiure (evtl. Buttersiure), welche mehr 
ik : inaktivieren als ihrem Dissoziationsgrad entspricht. Ihre Anionen 
Te sind also fir die Urease giftig. 
e Nach der Oberflachenspannung geordnet werden sie: H,SO, 
BE > HCl > HNO,> Ameisen-> Essig-> Trichloressig- > Buttersiure. 
y Die hemmende Einwirkung von Sauren auf die Urease ist 
ib nach Onodera eine Funktion des Dissoziationsgrades (direkt) 
= if und der Oberflichenspannung (umgekehrt). 
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17. Toxische Wirkungen. 


47. In den lebenden Organismus subcutan oder intravends 
eingefiihrt iibt die Ureaselésung starke toxische Wirkungen 
aus, die sich durch Gewichtsabnahme, Durchfall, Temperatur- 
erhéhung und bisweilen Tod kennzeichnen. Da8 es sich hier um 
eine Wirkung des Enzyms handelt, geht aus der Tatsache hervor, 
daB eine auf 90° erhitzte Ureaselésung keine toxischen Wirkungen 
hervorbringt. Beziiglich weiterer Einzelheiten siehe Moll 1902 1%), 
Marg. Falk 191441) und Carnot und Gerard 1919%), 2”). 


18. Anwendungen. 


48. Es liegt auf der Hand, wie ungemein leicht und sicher 
sich Harnstoff mittels der Urease bestimmen laiBt. Erstens greift 
dies Enzym keinen anderen Stoff als Harnstoff an; zweitens ist 
die Umsetzung absolut vollstandig und vollzieht sich in einem sehr 
kurzen Zeitraume; drittens laBt sich das entwickelte NH, nunmehr 
iiberaus scharf bestimmen. 


Diese Anwendung der Urease wurde schon von Musculus 1876%%*) 
(S. 219) und spiter von Miquel [1890!**)] angegeben, aber fand keine 
Beachtung, bevor sie 1913 von Marshall aufs neue empfohlen wurde. 
Marshall benutzte dabei die Sojaurease und direkte Titration [1913%*°)). 
Geselschap priifte die Methode und fand sie sehr gut auch in Gegenwart 
von Zucker und Eiweif [191357)). Kurz danach verbesserte Marshall 
seine Methode durch Einfiihrung des Durchliiftungsprinzips, wodurch sie 
auch fiir Harnstoff im Blut und anderen Koérperfliissigkeiten anwendbar 
wurde [1914!2!)]. Plimmer und Skelton fanden es unndtig, Enzym- 
lésungen zu bereiten. Mit Sojabohnenmehl als solches und Anwendung des 
Durchliiftungsprinzips erhielten sie ausgezeichnete Analysenresultate 
{191415%)). Hahn und Saphra verbesserten ihrer Meinung nach Marshalls 
erste Methode durch Heranziehen eines festen Enzympraparats (Alkohol- 
fillung) anstatt der wenig haltbaren Enzymlésung Marshalls [1914*7)). 
Van Slyke, Zacharias und Cullen dagegen meinten, daB Acetonfallung 
und Anwendung des Durchliiftungsprinzips besser sei, denn mit Hahns 
Methode entstehen unzweifelhaft NH,-Verluste [191415)]. 

Eisenberger kam zu derselben Auffassung: Die Resultate bei 
direkter Titration seien nicht gut, dagegen sei die Methode von Van Slyke 
sehr genau und verlaBlich [1914**)]. Hahn muB dann zugeben, daB Fallung 
durch Alkohol nachteilig sei. Er teilt mit, es sei besser, ein (von ihm paten- 
tiertes?) kiufliches, festes Enzympriiparat anzuwenden. Durchliiftung sei 
eine unnétige Komplikation. Auf neue Analysenresultate gestiitzt verneint 
er, daB bei seiner Methode NH,-Verluste entstehen. Bei Harnstoff- 
bestimmung in Blutproben indessen miisse — wegen des da unscharfen 
Umschlages (!) bei direkter Titration mit Methylorange — die Methode 
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dahin abgeindert werden, da8 man einen Uberschu8 an Saure zufiige und 
den Saurerest jodometrisch bestimme [1915**)]. Fiske verfeinerte Mar- 
shall- Van Slykes Methode durch sorgfaltiges Vermeiden einiger NH,- 
Verluste, wodurch die Fehlergrenze auf 0,1] —0,2% der vorhandenen Harn- 
stoffmenge herabgedriickt wurde [1915**)}. Horwéth und Kadletz 
priften Hahns Methode an Urin und Harnstofflisungen — mit sehr 
unbefriedigendem Resultat, das sie (wie Van Slyke) auf NH,-Verluste 
zuriickfiihrten. Um diese zu vermeiden, hingten sie in den verschlossenen 
Reaktionskolben eine kleine extra HCl-Vorlage ein. Tatsichlich fanden 
sie stets einen Teil der Saure in der Vorlage neutralisiert [19167°)]. Hahn 
erklart ihr MiBlingen durch ihre Verwendung allzu alter Harnstofflésungen 
und schlechten Enzympriaparats. Ihre neu eingefiihrte Saurevorlage sei 
durchaus unnétig [1919%*)]. Bahlmann benutzt bei Mikrobestimmung 
von Harnstoff im Blut Durchliiftung und jodometrische Titration [1920*)]. 
Folin, der sich wahrend vieler Jahre mit der Methodik der Harnstoff- 
bestimmung in Kérperflissigkeiten beschaftigt hat, nesslerisiert das Am- 
moniak direkt im Reaktionskolben ohne Fallung der EiweiSstoffe [1919*°)]. 
Grigaut und Guérin haben diese Folinsche Methode neulich verbessert 
[1919*2)]. 

49. Eine andere Anwendung der Urease besteht in der Dar- 
stellung von Ammoniumsulfat aus Harn. Der von Menschen und 
Tieren produzierte Harnstoff reprasentiert unyeheure Mengen 
N und C, die jetzt ohne Nutzen fiir uns Menschen wegflieBen 
diirfen (,,wir heizen den Himmel und speisen den Ozean“‘). Ver- 
mittels der Urease kann man wenigstens die N-Mengen des Harns 
uns nutzbar machen. 


Takeuchi [1911*7°)] teilt mit, daB in Yokohama eine kleine Fabrik 
existiere, die den Harn aus den Hiusern taglich hole und ihn mittels der 
Sojaurease in Ammoniumsulfat iiberfiihre. Der Verdienst soll 200 M. 
pro Tag betragen. — Zemplen [1912*!*)) findet, daB sich die Robinia- 
urease zu demselben Zwecke verwenden lasse. Aus 1 cbm Harn kénne man 
35 kg Ammoniumsulfat und 1,5 kg P,O, bekommen. 


Kapitel IV. 
Co-Enzym. 


50. Onodera machte folgenden Versuch: Er dialysierte eine 
Ureaselésung. Nach 5tagiger Dialyse erwies sie sich wirkungslos, 
aber durch Zusatz von 0,5 ccm frischer Enzymlésung bekam er 
eine Wirkung, die diejenige der zugesetzten Menge frischer Enzym- 
lésung weit iibertraf. Er schlieBt, daB durch die Dialyse ein 
Co-Enzym verschwinde. 
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Im folgenden bedeutet: 

E frische Enzymlésung, di innere Fliissigkeit nach der Dia- 
lyse, diN Niederschlag davon, diF Filtrat, dy auBere Flissig- 
keit nach der Dialyse, dyN Niederschlag davon, dyF Filtrat. 

Eine Ziffer als Exponent bedeutet Erhitzung zu der an- 
gegebenen Temperatur wihrend einer Stunde. 

Onoderas Versuche kénnen da abgekiirzt in folgender Weise 
wiedergegeben werden: 


Exp. III. das Co-Enzym und nicht das En- 
es OD Yet VS 26,7 zym kochbestindig gefunden. 
Oh 6 es Ve 0,2 Exp. XX. 
a ee ke 0 OS ee ore 0,44 
MEE 4 reg 3 1a wo) 0,4 di+lcem#F...... 7,77 

Exp. IV. mg | SPSS SAL es 0,10 

Oe ees ae 5 0,11 
POU vives vss 0,1 di, +lemE.... 4,40 
ee Sees Os 0,03 
RE er aera 1,0 rg re 2.86 

Exp. V. Exp. XXI. 
ng. eg eb late 1,62 0,5cem £ frisch .... 0,19 
Lay wb @ wn 8 1,50 5cem E nach 15 Tagen 
9 ere 5,22 Stehen bei 36,5° ... 8,79 
@iF+2cmH..... 27,29 5 ecm EH nach 16 Tage 
diN+2cmH..... 14,79 Stehen bei 36,5° + 0,1 Z 
RAE cg 5 W) wees ae 3,4 ae Aenean 18,48 

Exp. XVIII. Das Co-Enzym wird beim 

Stehen zerstért. 
Me as es 0 0,1 
B®, +loomE..... 19,74 Exp. XXIL 
RE Ere 0,71 2com E (frisch). .... 2,89 
Durch I stiindige Erhitzung 2com F (frisch) + 1 ccm 
dk 60° wird des Co yt te ree _" 
ecm Ochsenserum. . . 

_sseamaamgaile ee ee 0,44 

Exp. XIX. di -+lccm Ochsenserum. 2,06 
Ei (zum Kochen erhitzt) 0 ag a es 0 
Ex’+icmE..... 18,58 5cem E*%., + Ochsenser. 0,09 
is iy ee 08 0,73 5com E%%.4 +leem E . 17,14 
Kochen zerstért das Co-Enzym, Ochsenserum enthialt keine Urease, 

nicht das Enzym. Dies Ergeb- aber einen Accelator (Auxo- 

nis ist sehr merkwiirdig: denn urease). Alle diese YVersuche 
in allen anderen Fallen, wo ein sind ohne Puffer und ohne 

Co-Enzym existiert, hat man Messung von py ausgefiihrt. 


Anm.: In allen Versuchen ist das Totalvolumen 50 ccm; die Harnstoff- 
konzentration 0,15% (max. NH, = 42,5 mg); Enzym acetongefillt; Reak- 
17* 
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tionszeit 16—20 Stunden bei Zimmertemperatur; NH, nach Folin be- 
stimmt; Zeit der Dialyse: 4—5 Tage. 


51. Onoderas Behauptung, daB das Enzym kochbestandig 
sei, erschien mir so merkwiirdig, daB ich AnlaB fand, folgenden 
Versuch zu machen: 


Versuch 16: lwéchige Dialyse und Erhitzung. 

















Tabelle XVI. 

Ensym M/,-Phosphat | H,O {5M Harnstoff| NH, 
com | ecm ccm mg 

ds 2 | 25 1 7,8 
de 2 19 I 6,8 
die 2 25 ] 0,1 
dy™°. . «| 2 19 1 0,1 
ditdy..| 2 17 1 22,2 
ditdy*?| 2 [17 i 17,2 
di 4 dy ,| 2 | 17 l 7,3 








Totalvolumen: 30 ccm. — Temperatur: 16°. — Reaktionszeit: 10 Stdn. 
— AuBenwasser 3 mal gewechselt (bei dy). — di in flieBendem Wasser im 
Dunkeln dialysiert. 


Zusammenstellung: dé = 7,8 di = 7,8 dit? — 0,1 
dy = 6,8 dy*°° = 0,1 dy = 6,8 

146 “7,9 “6,9 
di + dy = 22,2 di + dy? = 17,2 di? + dy =7,3 

Diff. = 7,6 eg “0,4 


DaB die Wirkung von di + dy zusammen bedeutend gréBer ist als 
die Summe deren separater Wirkungen, kann dadurch erklart werden, 
daB durch die Dialyse eine teilweise Scheidung von Enzym und ,,Co-Enzym“ 
stattgefunden hat. Nimmt man nun an — was berechtigt erscheint —, daB 
das Enzym schlechter dialysierbar ist als das ,,Co-Enzym“ und daB das 
Enzym kochbestandig sei, so sollte 


di: Enzym + wenig Co-Enzym — di*°°: nur Enzym 
dy: Co-Enzym + wenig Enzym — dy*®°: nur wenig Enzym 


enthalten. Demnach sollte die Wirkung von dy + di®® gréBer sein als die 
Wirkung von di + dy®®° — aber das Gegenteil findet tatsichlich statt. 
Nimmt man dagegen an, daB das ,,Co-Enzym“, aber nicht das Enzym 
hitzebestindig ist, so enthalten: 


di: Enzym + wenig Co-Enzym — di*®°: nur Co-Enzym (wenig) 
dy: Co-Enzym + wenig Enzym — dy®®°: nur Co-Enzym. 


Die Wirkung von di + dy®°° muB dann weit gréBer ausfallen als die Wir- 
kung von dy + di®°°, was mit den Ergebnissen des Versuchs tibereinstimmt. 
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Man muB also das Enzym als thermolabi as ,Co-Enzym“ als thermo- 
sta 


——~#s ist zu empfehlen, die Dialyse im Dunkeln vorzunehmen, 

denn bei langerem Dialysieren in Tageslicht wird das Enzym 
zerstort. 

52. Durch die obigen Versuche ist jedoch die Existenz eines 
Co-Enzyms nicht sichergestellt, denn es ist nicht ausgeschlossen, 
daB das ,,Co-Enzym“ zum Teil in einem py-Effekt und zum Teil 
in einer Salzwirkung bestehe. Entfernung der Elektrolyte schwiacht 
nimlich die Wirksamkeit der Enzyme erheblich (siehe Star ken- 
stein, diese Zeitschr. 74, 210. 1910). 

53. Um einen eventuellen py-Effekt zu eliminieren, machte 
ich die folgenden Versuche mit der Phosphatkonzentration ™/, 
bei py = 6,86. In jeder Probe kamen 5ccm einer Phosphat- 
mischung von 600 ccm ™/,-Na,HPO, + 250 ccm NaH,PO,. 


Zuerst wollte ich mich iiberzeugen, ob Van Slykes Gleichung 





1/1 a x ae ae satiate 
t= \(< ~~ + aq) auch fiir dialysiertes Enzym giiltig sei. 


Versuch 17: Dialysiertes Enzym. 


Tabelle XVII. 
































— a H Harnstoff- | 2 i Max. | 
Eaaym | phat :0| Harnstoff | konzentration Zt | NHs | NH, | & | @& | c-B-10* 
cem | ccm jecm Mol pro Liter! Min.} mg | mg | 
2 |5|1 2eomM/,| 0,0125 | 80| 2,32| 4.26/43 | 3 |51 
2 | 5 | 2\leem™/,| 0,025 | 80 3,97 | 8,52 34 | 4 [47 
2 | 5 | 1 |2cem™/,| 0,05 | 80} 6,45| 17,03 26 | 6 |46 
2 | 5 | 2 /Lecm™/,} 0,1 | 80) 8,97) 34,0617 | 8 |43 
2 151|1 2ccem™,| 0,2 | 80 | 11,10 | 68,12/10 [10 |41 
2 | 5 |2\1ccem4M|) 0,4 80 | 12,77 |136,24| 5,3 11 |44 
2/5 J 2ccm4M! 0,8 | 80 | 13,64 272,48, 2,811 |46 
Bsns Bad ea ee oe 
2 | 5 |2\leem8M! 1,6 | 80 | 14,55 545 | 1,5,11,5) 0,182 


Totalvolumen: 10 ccm. — Temperatur: 17°. — Enzym: 10 Tage in 
flieBendem Wasser im Dunkeln dialysiert. Niederschlag mitgenommen. 
— Dialysierschlauch: Aus Kollodium. 

c: EF nach van Slykes Formel berecbhnet zeigt gute Konstanz, aber 

4 
nicht k = = log—" . Ich beobachtete indessen sogleich, daB in den 
héheren Reihen & bei verdoppelter Harnstoffkonzentration etwa um die 
Halfte herabsank; a-k zeigt in den 4 letzten Reihen eine ganz geringe 
Steigerung. 














eo eam aos 2 
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54. Mein nichster Versuch bezweckte, genauer festzustellen, 
welchen EinfluB eine zugesetzte Menge ,,Co-Enzym‘ — durch 
Istiindige Erhitzung einer frischen Enzymlésung bei 80° erhalten 
— ausiiben wiirde, wenn durch die starke Pufferkonzentration 
M/, eine Verschiebung in py ausgeschlossen wiire. 


Versuch 18: Dialysiertes Enzym + ,,Co-Enzym“. 


Tabelle XVIII. 


























BLU Papen ecernllpec nc 




















A. 
Pe Se o. Harnstoff- ms Max. 
di E <oeg H,0/ Harnstoff |konzentration| 2°t | NHs| wy, | & | ak | c-E+10¢ 
ecm j}ecm| ccm |cem Mol pro Liter| Min.| mg mg 
1/—| 5 | 2 2ccm™/y) 0,0125 | 100 0,58) 4,26 6,4 | 0,4| 8,2 
l 5 | 2 2ecm™/,| 0,05 | 100 1,18} 17,03 3,1 | 0,8 | 5,7 
1/—| 5 | 2 2com™/,| 0,2 100 2.05/ 68,12/1,3 [1,3| 6,2 
1}—| 5 | 2 2com4M) 0,8 — | 100/2,52/272,5 |0,4 | 1,6 |11,6_ 
d-E 
1]/—| 5 | 2 /2ccm8M} 1,6 ‘100 2,61 545 0,21 1,7! 0,026 
} | ' 1, 
B. 
1|2! 5 |—|2com™/,,{ 0,0125 |100/0,76| 4,26'8,5 by: 11,3 
1}2| 56 |—|2com™/,| 0,5 100 1,50/ 17,08 4 /1,0| 7,8 
1/2] 5 |—/2cem™/,| 0,2 100 2,50) 68,12/1,6 /1,6| 8,9 
1/2] 5 |—/2ccem4M} 0,8 100 |2,90 |272,5 0,5 | 1,9) 8,9 
d-E 
1/2);5);— y cem8M) 1,6 100 | 3,06 | 545 0,25, 2,0. 0,031 
1,8 











Totalvolumen: 10com. — Temperatur: 17°. — Phosphat ™/, von 
Pu = 6,86. — di: Frische Enzymlésung, 16 Tage in flieBendem Wasser im 
Dunkeln dialysiert. — °°: Frische Enzymlésung, 60 Minuten bei 80° 
gehalten. 

Hier zeigt c keine gute Konstanz, dagegen steigt a- k innerhalb 
der friiheren Grenzen nur schwach. 

Zu meiner Uberraschung fand ich weiter, daB die Wirkung 
in B derjenigen in A so wenig iiberlegen war, daB von einer 
Co-Enzymwirkung in B keine Rede sein kann. 


55. Ich erhiartete diese Schliisse durch einen Versuch, worin 
ich den Reaktionsverlauf mit und ohne Zusatz einer erhitzten 
Enzymlésung niher verfolgte: 


Versuch 19: Frisches Enzym + erhitztes Enzym. 
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Tabelle XIX. 
A. 





a Harn stoff- Max. 


frisch -| H,O Harnstoff | konzentra- “Zelt| I NH, ab 


tion | 
ccm ecm | Mol tied Liter; Min. | mg 


1 3 3 [1 com, | 15 | 4,77134,06! 441 22| 21 
1 3/1, "A| O51 | 30 | 9,20/34,06 46 | 23 
1 sii. Al | 45 |13,26|34,06 48 | 24| 23 


" Mittel: 23/ 21 

















1 | 4,75 |34,06| 44 | 22| 16 
tit. | 30 | 8,88 | 34,06] 44 | 22) 13 
oe. | 45 |13,13 | 34,06] 47 | 23| 14 


Mittel: 22| 14 








| | ad-E 
‘2com8M | | 545 |3,3| 27 | 0,417 
12, 8M! y 545 | 3,3) 26 | 0,406 
12, 8M} 1, 545 | 3,2| 26 | 0,390 


Mittel: 26 | 0,404 











| | | | d-EB 
— | 2ccm8M 15 | 681| 545 | 3,7/ 20 | 0,454 
—{2,, 8Mi. | 30 [13,08| 545 |3,5| 28 | 0,436 
—|2,, 8M| | 45 |19,25| 545 |3,5| 28 | 0,428 


Mittel: 28 | 0,439 

Totalvolumen: 10cmm. — Temperatur: 17°. — Phosphat ™/, von 
Pu = 6,86. 

56. Nach diesen Versuchen neige ich sehr dazu, Oasidvect 
Co-Enzym sowie seinen Accelerator im Ochsenserum haupt- 
sichlich als einen py-Effekt anzusehen. Es ist meine Absicht, 
die Untersuchungen hieriiber fortzusetzen, und ich brach sie zur 
Zeit nur deshalb ab, weil ein Problem von gréBerer Tragweite 
mein Interesse erweckte, nimlich die Giiltigkeit von Van Sly kes 
Formel. 





Kapitel V. 


Priifung von Van Slykes Gleichung fiir den Reaktionsverlauf. 
57. Bei Anwendung von Van Slykes Formel 
1 x \ 
at acl oo — a a 
auf meine Versuchsergebnisse erhielt ich nur in einem einzigen 
Fall eine gute Konstanz an ¢ (Versuch 17, § 53). Oft gingen die 
Werte an c weit auseinander, bisweilen wurden sie ganz barock. 
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Ich fand es daher nétig, eine Nachpriifung derjenigen Versuche, 
aus denen Van Slyke seine Formel hergeleitet hatte, vorzu- 
nehmen. 

Bevor ich aber dies tat, wollte ich mich davon itiberzeugen, daB ich 
die Folinsche Methode fiir Ammoniakbestimmung geniigend beherrschte. 
Za diesem Zweck iiberlieferte mir der Herr Amanuens Erik Léwenhamn 
am Analytischen Laboratorium der Hochschule zu Stockholm giitigst 
3 Salmiaklésungen von gegebener aber mir véllig unbekannter Konzen- 
tration. Die Analyse ergab: 

Versuch 20: Priifung der Methode. 























Tabelle XX. 
er <2 mg NH 
|) O1811n | g NH, 
Prob | , Rest be aa | 
vi | — | 2 gefunden | ausgeliefert 

Salmiakléeung 1 | 19,27 | 0,33 07 | 07 
” 2 | 10,34 | 9,26 20,7 | 20,8 
‘ 3 | 205 | 17,55 | 39,2 391 
Wasser + K,CO, | 19,60 | — — — 
Wasser + K,CO, | 19,60 | — — | — 
Wasser + K,CO, | 19,60 | — — |}; — 





Absorptionsfliissigkeit: 20 ccm H,SO,: — NH, durch 40 com gesattigter 
Pottaschelésung freigemacht und durch einen Luftstrom in die Vorlage 
hiniibergetrieben. — Schéiumen wurde wie immer durch eine Schicht 
Paraffinél vermieden. 


58. Ich stellte dann die Ammoniakmengen fest, die aus den 
im folgenden angewandten Harnstoff- und Enzymmengen durch 
die gesittigte Pottaschelésung wahrend der 17stiindigen Durch- 
liftung entwickelt werden. 


Versuch 21: Korrektionen. 


Tabelle XXI. 


























Gesittigte | O18t1n | 
Harnstoff M/,-Phosphat | H,0 Ber lll Enzym | NaOH Rest 
ecm ecm ecm | ecm ecm ecm 
prs hopeeh daa 2 on | 40 ae | 9,80 ~~ 
_ — wt 4 40 et BR — 
1 com ™/,_ | 5 3 40 RAS He fae SS _ 
gee 5 rg 40 pee ae _ 
An “he | 5 [ — | 40 ae! oR ee 
$i et 5 ee 40 1 | 98l _ 
4g et 5 | — 40 | 1 | 980 ~_ 
“Pees: th Ree ae BE 0 | 1 | 979 | 09 
i? Oh 5 — 40 1 | 9,79 0,01 
wee: 5 ee ae 40 1 | 9,65 0,15 
ee ge 5 | 9 40 ok ho ee 0,30 
eles iy CMe ees ae 40 1 | 922 | 058 























Studien tber die Urease. 265 


Absorptionsfliissigkeit: 10 com H,SO,. — 17 Stunden Saugen bei 
- Zimmertemperatur. — Schiumen durch eine Schicht Paraffinél ver- 
mieden. 

59. Bei der Nachpriifung von Van Slyke und Cullens 
grundlegendem Versuch, dessen Ergebnisse in §27 dargestellt sind, 
begegnete mir die Schwierigkeit, daB sie den py der Reaktions- 
lésung nicht angegeben hatten. Anderswo 8’) (S. 189) fand ich 
indessen die Angabe, daB eine Mischung von 70 ccm ™/,-Na,HPO, 
+ 30 cem ™/,-KH,PO, ihren py = 6,97 hatte, und schloB daraus, 
daB die von Van Slyke und Cullen im obigen Versuche an- 
gewandten Mischung von 2 Vol. "/.-K,HPO, + 1 Vol. "/,-KH,PO, 
einen py zwischen 6,80 und 6,90 haben mu8B. Ich habe daher bei 
der Nachpriifung eine Phosphatmischung von py = 6,86 benutzt. 
Ubrigens ist die Nachpriifung genau nach den Angaben in Van 
Slyke und Cullens Experiment 3 angestellt — mit der Aus- 
nahme, daB anstatt acetongefillten Enzyms stets frisch be- 
reitete Enzymlésungen angewendet sind. Die von mir dar- 
gestellten Acetonpriparate erwiesen sich niémlich allzu schwach 
wirksam. 


Versuch 22: Nachpriifung von Van Slykes Formel. I. 


Tabelle XXII. 





























the Harnstoff- | Saad | | | 
aa k ‘ ‘ 
= hae ap Harnstoff ru wm NH, k ia-ki ec | Pu 
can ecm | com Seed Mol proLiter| mg mg | 
Lt & | d} hem M/,6| 0,00625 1,79) 2,13 398 12; 46 | 6,90 
1 | 5 | 2/2 4, Mhe| 00125 | 3,62 4,26 412 | 26) 55 | 6,93 
1 | 5 |—/4 ,, “hAg| 0,025 | 650| 8,52 313 [39| 57 (6,99 
1}; 5 |21|2,, /, | 0,05 | 8.91} 17,03 161 | 41) 42 (7,04 
1/5 |—|4, %% | 02 10,94} 34,06) 84 | 41! 35 | 7,08 
1/5 /2/|2, 4] 02 12,05} 68,12; 42 |42| 26 7,11 
1 | 5 |—|4, “4 | 0,4 13,13} 136,24; 22 | 44| 26 (7,13 
1 5 |}3/]1 , 8M] 08 ie 272,48; 11,446) 39 7,15 
| | a-E 
SS oe 2|\2, 8, 1,6 14,35) 545 | 5,8! 46| 0,718 | 7,16 
is l—-léy &.1 39 12,81) 1090 2,6) 41 | 7,13 
Totalvolumen: 10 com. — Temperatur: 16°. — Reaktionszeit: 20 Min. 
104 a dE - 10° a 
(_=-_—— —_— - — = = -- -- — ] y & 
k ; log- ae ¢= 75, — 7 8a >" — Px aus Tabello XXXVI a 
terechnet. 


Weil der Versuch keine geniigende Konstanz an c aufwies, wiederholte 
ich ihn im genau derselben Weise. 


Versuch 23: Nachpriifung I. 
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Tabelle XXIII. 
a SOS a Oe a aa es se 
mn. | Phos- |H, =, Pm 
aa pres H.0! Harnstoff pa en NH, k ja-k) ec Pu 
ecm jcem MolproLiter| mg mg | 
1 | 5 | 3 |lecm™/,| 0,00625 | 1,74, 2,13/344 |11| 44 [689 
1} 5 |2/2,, ™/-| 00125 | 3,19;  4,26'300 |19| 43 |6,92 
1 | 5 |—|4 4 “he| 0,025 | 529} 852/211 | 26] 42 |6,97 
1/5 |2/2,, ™, | 0,05 7,14} 17,03|118 [30| 35 |7,0 
ee ee eee ee | 8,28) 34,06] 61 |30/ 27 | 7,03 
1} 5 /2/2, ™, | 02 | 9,15} 68,12; 31 |31; 24 | 7,04 
1} 5 |—|4, 4] 04 | 9,73, 136,24| 16 | 32| 18 | 7,05 
a-E | 
1/5 1/3/11, 8M\ 08  /|10,63 272,48 | 8,6 24 Vo.53g 7.07 
1/5 /2(|2, 8, | 16 10,69 545 | 43/344 7,07 
1d i® beelé octiat Oe 110,07; 1090 | 20) 32) | 7,06 


Totalvolumen: 10 ccm. — Temperatur: 16°. — Reaktionszeit 20 Min. 
Enzym: Frisch (40 : 200; 1 Stunde). — py aus Tabelle XXX Via berechnet. 

Wie friiher zeigt c Konstanz nur bei den 3 schwichsien 
Harnstoffkonzentrationen; bei allen iibrigen fallt ak in dasselbe 
Gebiet und weist nur ein ganz schwaches Steigen auf. 

Weil indessen zwischen dem Originalversuch und diesen 
Nachpriifungen ein vielleicht wesentlicher Unterschied darin 
bestand, da8 hier die entwickelten Ammoniakmengen etwa 
doppelt so groB wie dort waren, so wiederholte ich noch einmal 
die Priifung mit einer 6fach verdiinnten Enzymlésung und Zu- 
fiigung der Harnstoffkonzentrationen 1 und 2. 


Versuch 24: Nachpriifung III. 


Tabelle XXIV. 
























































Mia Motnatett- Maximum 
Enzym red 4.0 | Harnstoft — NH, NH, k |Gak| ¢-10 | py 
ecm | ccm | ccm Mol pro Liter} mg mg me | : 
1 5 3,5 | 0,5cem™/,,| 0,003125 | 0,78 1,06 | 96 9 107° 6,88 
1 5 3 {1 on Mag] 0,00625 | 1,36 2,13 | 74 14 92 | 6,89 
1 5 2 12 45 M/yg} 0,0125 2,34 4,26 | 58 22 87 | 6,91 
1 5 | — {4 4, Myg| 0,025 | 3,50 8,52 | 38 | 29 | 77 | 6,93 
1 5 2 Af: ww. Me 1: OS 4,51} 17,03 | 22 34 61 | 6,95 
1 5 ~— 1¢ » Bij Ol 5,36; 34,06 | 12 37 53 | 6,97 
1 5 2:12. By | 02 5,87} 68,12 | 651} 39 41 | 6.98 
1 5 |— |4 , ™/, | 0,4 6,36 | 136,24 | 3,5 | 41 38 | 6,99 
1 5 a. 1k « CEL GSs 6,67 | 272,48; 1,8 | 43 38 | 6,99 
a-E 
1 5 3. 13... Gt is 7,05 | 545 0,94) 45 No, 117 7,0 
1 5 118 a See | 2,4 6,96 | 817,5 0,62) 44 th 7,0 
1 | 5 |— |4 , 8Mj| 32 6.521090 | 0,44) 41 | 6,99 
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Totalvolumen: 10 com. — Temperatur: 17,5°. — Reaktionszeit: 60 Min. 
Enzym: Frisch (40: 200; 1 Stunde), auf das 6fache Volumen verdiinnt. 
Py aus Tabelle XXXVIa berechnet. 


Hier zeigt c keine Andeutung einer Konstanz, ak dagegen das gewohn- 
liche Bild. 

Da ich indessen kaum glauben konnte, daB sich ein exakter 
Forscher wie Van Slyke so véllig geirrt habe, wie diese 
meine Versuche andeuten, so machte ich noch 2 Nachpriifungen, 
wobei ich die Reaktionszeiten so wihlte, daB8 die entwickelten 
Ammoniakmengen in allen Reihen ungefihr gleich wurden. Hier- 
durch wurde der Effekt der sonst ungleichen p g-Steigerung 
vermieden. 

In der ersten dieser 2 letzten Nachpriifungen setzte ich bei 
den wichtigsten Harnstoffkonzentrationen der Sicherheit wegen 
Parallelproben an. 


Versuch 25: Nachpriifung IV. Ammoniakmenge konstant. 


Tabelle XXV. 


| M/,- om ~ | Harnstoff- | Reak- 
Enrym) Phos-| H,O Harnstoff konzentra- | tions 

| phat tion | ze zeit | 
ecm sm | ccm ee ccm Mol praliter Min. ms | hn A 








= ae Coen Sen | 

wal Max. e | 
Hi, | Mitte! | 

| | | “ | 


Pu 











20 \35 | 
i 0,025 | 55 |g’ 35. | 49 |6,98 


14 |6,29| 35,8 
0,1 | 12 16,36) 137 


| | | 29 |6,99 
0.2 139 


| 139 \ 39 | 
0,4 — | 10,5/6,67| 136,24 21 |41 | 41| 18 (6,99 


22 

08 | 10 /6,72 272,48) 11 |43 | 43| 19 (6,99 
| : 
| 


20 6,99 


| 
| 38 

| 0,05 | 14 is5's\t | 39° (6,99 
} 
| 
| 


ede ne ne | 





eerecrer a cr cr a 


\d-E 


46 |0,716|7,0 
44; — |7,0 





/ 10 |7,05) ae 
16/10 205 54 5,9 47 
8M! 24 | 10 |7,03) 817,5| 3,7/44 


| 
| 
| 


CU Orr Or Sr Sr Cr Sr Or 


a See 


wee 
‘wrote 


Totalvolumen: 10ccm. -— Temperatur: 17,5°. — Reaktionszeit: 
Wechselnd. — Enzym: Frisch (20 : 100; 2 Stunden). — py aus Tab. XXXVIa 
berechnet. 

ak ist hier noch besser konstant als friiher, c fallt wie gewdhnlich stark. 


In der letzten Nachpriifung, die zugleich einen Ubergang 
zu den folgenden mehr positiven Versuchen bildet, nahm ich fiir 
jede Harnstoffkonzentration 2 Reaktionszeiten. 


Versuch 26: Nachpriifung V. Ammoniakmenge konstant. 2 Reak- 
tionszeiten. 
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Tabelle XXVI. 
4 A. 
M),- Harnstoff- | Reak- ie ti 
Enzym| Phos-; H,O konzeutra- | tions-| NH, , } 
phat eT ee ee ee as 8 
+ f ecm | com | ccom Molpro Liter; Min. | mg mg 
ap — aan é' ; — 
a 1 | 5 | — |4eom™/,! 0,025 | 20 |658| 852321 | 40| 46 6,99 
1; 5 212, ™/,| 0,05 13,5 |6,56 | 17,03)158 | 40| 44 (6,99 
1/5/}—4, "| 01 | 11,5/6,56 | 34,06) 80 | 40] 33 [699 
1 | 5 | 2/2, "4, > O2 | 10,5/6,76 | 68,12} 43 | 43} 30 (6,99 
1 | 5 —|45 “_) Od | 9,5/6,58 (136,24) 22,6 | 45| 29 6,99 
d-E | 
1/5 2/2, 8M) 16 | 8 (603 545 | 6,05) 48 | 0,754 6,98 
B. 
1 | 5 | — |4cem¥/,| 0,025 | 40 | 841] 8,52) — j;—| — | — 
1/5] 2/2, "| 0,05 | 27 /|11,16} 17,03/171 | 43} 38 |7,08 
1/5 !— 43 "41 01 | 23 11,79] 34,06! 80. | 40/ 25 (7.11 
1| 5 | 2/2, "| 02 | 21 /|13,08] 68,12] 48 | 43] 25 (7,13 
i i6.1 eo ee ok Ee ray eae 23 | 46| 25 7,13 
| 1 a8 | 
1 |] 8 | 3 |, 8M; 1,6 | 16 (12,06/545 “a po i 
Totalvolumen: 10ccm. — Temperatur: 18°. — Reaktionszeit: 
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Wechselnd. — Enzym: Frisch (20 : 100; 2 Stunden). — p, aus Tab. XXXVIa 
berechnet. 
¢ erweist sich immerhin als eine schlechte Konstante. ak zeigt das 
gewohnliche Bild einer schwachen Steigerung. Man merke hier als neues 
Moment die gute Ubereinstimmung zwischen den 2 zu derselben Harnstoff- 
konzentration gehérigen ak-Werten. 
. (< | ~ + 3) fiir 
E\c "a—z d 


die Wirkung der Sojaurease nicht zutrifft, wenigstens fiir frische 
Enzymlésungen und bei dem von Van Slyke angegebenen pg-Op- 
timum (pg = 7). 

Spater habe ich Van Slykes grundlegenden Versuch selbst 
durchgerechnet und dabei gefunden, daB die Werte fiir c in 
Table III von Van Slyke und Cullen fehlerhaft kal- 
kuliert sind. Die richtigen Werte sind in der 6. Kolumne von 
Table (§ 27) mitgeteilt. c¢ fallt auch hier tatsichlich stark 


Meine Versuche 22—26 zeigen unzweideutig: 


1. DaB Van Slykes Formel t= 


und zeigt also dasselbe Verhalten wie in meinen Versuchen. 
Nach alledem ist Van Slykes Formel von der Diskussion abzu- 
fiihren. 


2. DaB die gewohnliche monomolekulare Formel k = - log —— 
auch nicht zutrifft, aber . 


x 
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3. daB die Bezichung k, = - log ——— moglicherweise ein 
wahrer Ausdruck fiir die Ureasewirkung ist. ak d. h. r log= : 


—x 
(S. 108) hatte sich namlich bei diesen Versuchen fiir Harnstoff- 
konzentrationen von “/, bis 2,4 M als eine ziemlich gute Kon- 
stante erwiesen. 

DaB ak bei den niedrigsten Harnstoffkonzentrationen zu 
kleine Werte lieferte, war ich geneigt, auf Mangel an Substrat 
zuriickzufiihren. Die schwache aber ganz regelmaBige und immer 
auftretende Steigerung von ak bei erhéhter Harnstoffkonzentration 
war mir noch ganz ritselhaft. 


60. Gilt indessen die Formel k, = . log - “_ fiir verschiedene 
a— 2 


Substratkonzentrationen, so muB die Reaktion innerhalb jeder 
Konzentration monomolekular verlaufen. Um diesen SchluB zu 
priifen, fiihrte ich die Versuche 27—29 aus, worin ich bei den 
Harnstoffkonzentrationen 0,00625—0,2 M die Reaktion, bis 60 bis 
80% der gegebenen Substratmenge zersetzt worden war, verfolgte. 
Hoffte ich aber — in Erinnerung an die Versuche 19 u. 26 — in 
allen Reihen eine gute Konstanz an ak zu bekommen, so sollte 
ich getauscht werden. 


Kapitel V1. 
Zur Bestimmung der Zeitgleichung. 


Versuch 27: Zur Bestimmung der Zeitgleichung I. Mittlere Kon- 
zentrationen. __ 


Tabelle XXVII. 
E,. 





| Max, | 
| NH, A 


ems) | 


‘va Tae | 
| Harnstoft- c 
} 


tions-| NH, 
| 


7 } 
Enzym |Phos- | H,0 } 
chet 2 Harnstoff konzentration) zeit | 


i ' | 
cem | ecm |ccm| | Mol pro Liter! Min. | mg | mg 


| 5 |— 4eem™,' 0,1 15 | 7,21 34,06! 69 | 34 
1S f— 1 30 | 13,95 34,06 76 | 38 
l 45 | 20,38 34,06) 88 | 44 
l 60 | 26,47 34,06 |109 | 54 


Mittel: 42,5 





0,2 | 8,06 | 68,12| 37 | 37 | 
0,2 | 15,53 | 68,12} 37 | 37 | 
0,2 | 22,21 | 68,12 | 38 | 38 | 
0.2 | 28,57 | 68,12) 39 | 39 | 

Mittel: 38 | 
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Tabelle XXVII (Fortsetzung). 







































































G,. 
M/, Reak- 
: E Harnstoft- é Max. 
Enzym oat H.0| Harnstoff |konzentration — ¥u, NH, kj ak $ ” 
ecm | cem |cem Mol pro Liter} Min.| mg mg 
mt iain l t " 
=< 
1 | 5 |2/2ccmsM) 1,6 | 15| 9,60| 545 | 5,2| 41 | 0,640 7,05 
1 5 |2/2, 8M 1,6 30 | 18,42| 545 | 5,0 | 40 | 0,614 | 7,24 
1 5 | 2|2 , 8M! 1,6 45 | 26,43) 545 | 4,8 | 38 | 0,587 | 7,41 
1 5 | 2/|2 , 8M! 1,6 60 | 33,95 | 545 | 4,6 | 37 | 0,566 | 7,64 
Mittel: 39 | 
Totalvolumen: 10ccm. — Temperatur: 17°. — Enzym: Frisch. 
dE - 108 
a pean log = = = Bei der Berechnung von c ist dE fiir die ent- 


sprechende Reaktionszeit in G, benutzt, was eigentlich verkehrt ist, denn 
Van Slykes Formel fordert ein konstantes dZ. Nimmt man in allen Be- 
rechnungen d# = 0,640, steigt cin Z, von 28 bis 35 und fallt in F, von 23 
bis 15. 

Py aus Tabelle XXXVIa berechnet. 

Versuch 28: Zur Bestimmung der Zeitgleichung II. Niedrigere Kon- 
zentrationen. 


Tabelle XXVIII. 
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A. 
M/,- a Reak- or 
Harnstoff- Max. 
Enzym rate H,O) Harnstoff |konzentration — NH, | wo, | & | ak c Pu 
ecm | com jccm Mol. pro Liter} Min. mg mg 
1 | 5 | 38 \Leom™/,{ 0,00625 | 8 | 1,00 | 2,13 |344| 11| 46 |6,88 
1 5 | 3 {1 yy Mh! 0,00625 16 | 1,56 | 2,13 | 358; 11 | 57 | 6,89 
1 Se Se Gee Mie 0,00625 24 | 1,90 | 2,13 | 403/ 13 | 60 | 6,90 
: Mittel: 12 | 54 
B. Reduziert: 15 | 68 
1 5 | 2 |2com™/,,| 0,0125 12 | 2,19 | 4,26 | 261! 16 | 41 | 6,90 
1 5 | 2 12 » M/s} 0,0125 16 | 2,70 | 4,26 | 273| 17 | 41 | 6,91 
1 ee Bt ee Mel 0,0125 24 | 3,383 | 4,26 | 275; 17 | 38 | 6,93 
Mittel: 17 | 40 
Cc Reduziert: 21 | 50 
1 5 |—|4com™/,,; 0,025 12 | 3,21 | 8,52 | 171] 21 36 | 6,92 
1 5 | —14 » Mie} 0,025 24 | 5,74 | 8,52 | 203} 25 | 38 |6,97 
1 5 |—i4, “ie 0,025 $2 | 7,03.) 8,52 | 231; 29 | 42 {7,0 
Mittel: 25 | 39 | 
G Reduziert: 31 | 49 | 
. 4-3 | 
1 5 | 2 |\2ccom8M 1,6 12 | 6,38) 545 |4,27) 34 | 0,532 | 6,99 
1 Biss . oe 1,6 24 | 12,01} 545 |4,03/ 32 | 0,500 | 7,11 
1 56 |2)\2, 8M 1,6 36 | 18,01} 545 |4,06| 32 | 0,500 | 7,23 
Mittel: 33 0,511 | 
Reduziert: 41 
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Totalvolumen: 10cem. — Temperatur: 16,5°. — Enzym: Frisch 
(20 : 100; 1 Stunde) von 12 bis 15 com verdiinnt. — p, aus Tabelle XXXVla 
berechnet. 


Versuch 29: Zur Bestimmung der Zeitgleichung III. Mittlere Kon- 
zentrationen. 


Tabelle XXIX. 









































D. 
are , ae eee | ‘Reak-| | | 
‘ | Harnstoff- |,; . Max. 
Enzym prey H,0| Harnstoff nonsenteetion| “| NH, | NE, k | ak e Pu 
cem | ecm jccem Pe pro Liter Min. | mg mg 
1 | 5 |2|2ccm™,| 0,05 | 15 | 5,80/17,03/123/ 31 | 42 |6,98 
1 | 5 3 2, ™/,) 0,05 | 30 | 11,03| 17,03) 151| 38 | 45 |7,08 
115 /2/2, "| 0,05 | 40 | 14,22! 17,03/163| 41 | 45 | 715 
Mittel: 37 | 44 | 
Rs 
1 | 5 |—|4ceom™4| 0,1 20 | 8,84 | 34,06| 65 | 33 | 32 |7,02 
1/5 |—|4, "| 41 40 | 16,72 | 34,06 | 73 | 37 | 30 | 7,20 
PoE Tle. SE Gl 60 | 24°77 | 34°06 | 94 | 47 | 37 |7,38 
Mittel: 39 | 33 
Fy. 
1 | 5 | 2|2ccm™/,| 0,2 | 40| 18,46/68,12| 34 | 34 | 20 | 7.24 
1}5/2|2, % 0,2 | 80/ 32,81| 68,12) 36 | 36 | 14 | 7,63 
Be Oe ST 0,2 120 | 41,53 | 68,12| 34 | 34| 9 [8.10 
Mittel: 35 | 14 | 
Gy 
| bod | | | | | | @-E | 
1 | 5 | 2|2ccm8M| 1,6 15| 8,86) 545 | 4,8| 38 | 0,590 | 7,04 
1 | 5/2)2,, 8M) 16 | 60/31,20| 545 | 4,3 | 34 | 0,520 | 7,54 
1 | 5|2\|2,, 8M) 1,6 | 120/ 4851] 545 | 3,4 |(27)| — |850 











Mittel: 36 | 0.555 

Totalvolumen: 10ccm. — Temperatur: 17°. — Enzym: Frisch 
(40 : 200; 1 Stunde Riihrung mit Motor). — p, aus den Kurven in Abb. 12 
berechnet. 

Bei den niedrigen Harnstoffkonzentrationen steigt ak, bei 
der héchsten fallt er. Nur bei 0,2 M Harnstoff zeigt ak eine gute 
Konstanz. Ehe ich diese Beobachtungen verwertete, wollte ich 
mich iiberzeugen, daB die Konstanz von ak bei 0,2 M Harnstoff 
nicht nur ein Zufall war. AuBerdem fand ich es nétig, den Zu- 
sammenhang zwischen der entwickelten Ammoniakmenge und 
der py-Steigerung bei der hier angewandten Phosphatkonzentra- 
tion ™/, auszufinden. 


Versuch 30: Zur Bestimmung der Zeitgleichung IV. Harnstoff- 
konzentration 0,2 M. 





i eons Sees 
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Tabelle XXX. 






































Enz lon H a Harnstoft- | po NH, htaximum| 
nzym | a “| Harnstoff ETRE seit NH, ak Pa 
ecm | cem | cem Mol pro | Liter | _ Min. mg | mg 
Cie ages es ee a ee 
1 | & | 2 |2com™*, 0,2 | 10 | 5,51] 68,12 | 37 | 697 
gE 4% SAR a Mh 0,2 60 | 28,88; 68,12 | 40 | 7,48 
1/5/2|2, | 02 100 | 41,11 | 68,12 | 40 | 80 
Mittel: 39 
Totalvolumen: 10cem. — Temperatur: 17°. — Enzym: Frisch 


(30 : 150; 3 Stunden). — p, aus Tabelle XXXVIa und Abb. 12 berechnet. 
Versuch 31: py-Bestimmungen zu Versuch 30. 


Tabelle XXXI. 





Reaktionezeit in Min. | ee |e le | 50 | 55 
a5 oe ee 684 691 | | 6,91 | 7,03 | — | 7,33 | 7,36 | 7,40 

Totalvolumen: 10 ccm. — Reaktionsmasse und Enzym dieselben wie 
in Versuch 30. — Temperatur: 17°. — Nach 55 Minuten wurde der Wasser- 
stoffgasstrom (von einem Kippsapparat) so unregelmiBig, daB weitere 
Py-Bestimmungen vereitelt wurden. In allen folgenden Versuchen ist das 
Wasserstoffgas einer Bombe entnommen. — Die Werte in Tabelle XXXI 
sind mitgenommen, weil sie Tabelle XX XIII an wichtigen Punkten aus- 
gezeichneterweise ergainzen. 

Versuch 32: Zur Bestimmung der Zeitgleichung V. Harnstoffkon- 
zentration 0,2 M. 








Tabelle XXXII. sensed %) 





























Enzym Po N,O Harnstoff- r. | [md NH Maximum 
y phat * | Harnstoff konsentration zeit St eg <p OE Pu 
cem | cem | com Mol pro Liter; Min. mg mg | 
‘ei ge bee ee ee oe | ‘| 6,86 
l 5 2 |2ccm M/s, | 0,2 | 20 10,54 e312. 37 7,07 
| ay Bee 2\2 ,,.% 0,2 | 60 28,50 | 68,12 | 39 | 7,46 
1 | 5/212” | 02. | 100 | 40,60! 6812) 39 | 7,99 
Mittal; 39 


Totalvolumen: 10ccm. — Temperatur: 17°. — Enzym: Frisch 
(30 : 150; 11/, Stunde). 
Versuch 33: p,-Bestimmungen zu Versuch 32. 





Tabelle XXXIII. (Abb. 9.) 


——— 


Risbiienabeld § in ‘Min. |,° 6 2 1b | 20 25 | 30 | 35 | 40 | 45 

BR RES RS ay ae 6,86 | 6,92 | 7,02 | 7,07 | 7,13 | 7,17 | 7,23 | 7,27 | (7,34 
| 

Reaktionszeit in Min. || 55 | 60 | 6 = 70 | 80 | 85 | 90 95 | | 100 

eee RE rae alee ae | 7,41 7,46 | 7,52 nse | 7,76 7,82 | 7,85 | ‘7,99 





Totalvolumen: 10 ccm. — Reaktionsmasse und Enzym dieselben wie r 
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tration 0,2 M. 3fache Enzymmenge. 








in Versuch 30. — Temperatur: 17°. ig 
2, 
795 i faa! ‘ 
9 YZ i 
85 40 4 
80 38 : 
% 36 
70 34 
65 32|— 
60 30 
55 28 
750 26 
45 24}- 
40 22 
35 20 
50 18 
25 16 
20 1% . 
15 12 
10 10\- 
05 8 
700 6 : 
95 4 ; 
90 2 t i 
685 | i | 
"  @ 7 20 30 4 50 60 70° 8 90 10 : 
Abb. 9 , 
Fy Ty : 
7th : 
8&5 +--+ + f 
SCC 
7 = a —+—+ j + 4—4 anal 4 
eee 
ospty tt tf td} ho a kn { 
60'}- CoCr 3 a OH } 
a ) 
750-+++41 11 4 1 | ry 
ott tpt petty >, 
wt ttt | 
35 = 20 Oe TA snot Cl 22 28e ‘1 
30 |}-—+—_ + 44+ =e: ee ay 
wttitt ti tt 
gps tt | tt 
a * OF i oS } § 
poh a 7 | 
Dt ttt rr ; 
Hie? 4a 1 it } 
700}-+ ae | +t ee ae ME ES aN } > 
Haran a tat og Jp +- pee + 1 4 
90 +- } See Os pitt oe +t eae oe ee: 4 F 
geet = ay 
0246 WEN eB UENBIM 2 34 36 38 WO ql 
mg WH, pro cam ber Mt Phosphar : 
Abb. 10. 
Versuch 34: Zur Bestimniung der Zeitgleichung V. Harnstoffkonzen- q 
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Tabelle XXXIV. (Abb. 11.) 












































a nine Harnstoff- ines NH, aaneien| 
ohat.} | Harnstoff ‘konzentration| | .i¢ | NH, ak | pu 
cem | ccm | ccm Mol pro Liter} Min. mg mg 
OR ee Oe ee re See ot AO OT 
3 5 |—|2com™/,| 0,2 | 12 | 19,06; 68,12 | 119 | 7.03 
3/5 /—|2 » a) 0.2 | 22,2 | 30,33| 68.12 | 115 | 7,30 
3 5 |—/|2., ™| O02 | 36 | 39.60} 68,12 | 105; 7,78 
Mittel: 113 
Totalvolumen: 10com. — Temperatur: 17°. — Enzym: Frisch 
(30: 150; 2 Stunden). — Phosphatmischung: Neu bereitet (500 ccm 


M/,-Na,HPO, +- 250 com ™/,-NaH,PO,.) 
Versuch 35: py-Bestimmungen zu Versuch 34. 
Tabelle XXXV. (Abb. 11.) 


| 


Reaktionszeit in Min. 0 | 5 | 10 | 12 | 15 |17,8| 20 |23,5| 25 | 30 














Bien caw Re | 6,64 | 6,78 | 6,95 | 7,02 | 7,11 | 7,18 | 7.25 | 7,32) 7,39] 7,56 
mee hued 

Reaktionszeit in Min. 38 | 40 | 45 | 50 | 53 | 55 | 60 | 65| 70 | co 

PEERS SSE | 7,80 | 7,87 | 8,02! 8,15 | 8,20 | 8,24| 8,31 | 8,38) 8,43|8,65 


Totalvolumen: 10 ccm. — Temperatur: 17°. — Reaktionsmasse und 
Enzym dieselben wie in Versuch 34. 


fy 
780 
75 





Abb. 11. 

Die Anfangswerte auf py in den Versuchen 30 und 34 differieren 
0,22 Einheiten. Durch Interpolation aus deg Kurve in Abb. 11 und Addition 
von 0,22 erhalten wir folgende Werte an py im Vergleich mit denjenigen 
aus Versuch 30 (Abb. 10). 
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Tabelle XXXVIs. (Abb. 10.) 
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ot F% Pe 8 Dd 

mg | Vers.30 | Vers.84) mg Vers. 30 | Vers. 84 mg | Vers.30 | Vers.81] mg | Vers.30 | Vers. 34 
0 | 6,86 | 6,86 | 10) 7,06 | 7,05 | 20] 7,27 | 7,26 | 30] 7,51 | 7,51 
1 | 688 | 6,88 | 11} 7,08 | 7,07 | 21] 7,29 | 7,29 | 31] 7,54 | 7,54 
2} 6,90 | 6,90 | 12; 7,11 | 7,09 | 22] 7,31 | 7,31 | 32] 7,57 | 7,57 
3 | 6,92 | 9,92 | 13] 7,13 | 7,11 | 23] 7,33 | 7,33 | 33] 7,60 | 7,61 
4 | 6,94 | 6,94 | 14) 7,15 | 7,13 | 24] 7,35 | 7,36 | 34] 7,64 | 7,64 
5 | 6,96 | 6,96 | 15] 7,17 | 7,15 | 25] 7,38 | 7,38 | 35] 7,68 | 7,69 
6 | 6,98 | 6,97 | 16] 7,19 | 7,17 | 26] 7,40 | 7,41 | 36] 7,72 | 7,74 
7 | 7,00 | 6,99 | 17] 7,21 | 7,19 | 27} 7,43 | 7,44 | 37] 7,76 | 7,78 
8 | 7,02 | 7,01 | 18] 7,23 7,22 | 28] 7,45 | 7,46 | 38 7380 | 7,84 
9 | 7,04 | 7,03 | 19] 7,25 | 7,24 | 29] 7,48 | 7,48 | 39] 7,84 | 7,90 

Die Ubereinstimmung ist sehr gut. 


61. Diese Tabelle zeigt, daB py (von 6,6 bis 


7,2) fiir I mg NH; 


um 0,02 wachst. Fiir héhere pg ist die Steigerung gréBer und 
ist aus den Kurven in Abb. 12 erhialtlich, die nach den Bestim- 
mungen in Versuch 36 gezeichnet sind. 

Versuch 36: p,-Steigerung fiir 1—6 mg NH; bei 


Tabelle XXXVIb. 


™/,-Phosphat. 






































Harnstoff 1 | Harnstoff 2 | 
En | Mh- | H,0| 1 mg NH, | 2 mg NH, | : va Totales 
zym Phosphat|~* phy Png br one - ex NH, 
ecm ecm jcem cem com vor ‘hence Diff. | mg 
1 5 3; 1 | — [105 Min. 7,53 | 7,57 | 0,04] 7 
1 6 }1/) 3 | —° fis, fussizerianal s 
1 5 |—| 4 | — {120 ,, |7,53/7,72/0,19] 4 
1 5 1} 2 | 8. [0 » }7,53|7,77/0241 & 
1 5 |—| 2 | 2 {120 ,, 17,53} 7,82/0,29) 6 
1 5 aa ogi ta | 50 ,, |7,61|7,65/0,04] 1 
1 5 SPery ifr | 20 ,, 17,70) 7,76| 0,06} 1 
1/5 |/3} 21 | — Jas ,, |z74/781/007] 1 
1 5 2}; 2 | — | 40 ,, |7,74/7,89/0,15} 2 
1 5 1 3 | — | 65 ,, |7,74|7,98/0,24] 3 
1 5 2) — | 2 | 85 , |7.74/805/0,31) 4 
1 5 3 | 1 = $195 7,83 | 7,91 | 0,08 l 
1 5 2 1 | 1 | 75 ,, |7,83/8,12/0,29} 3 
1 5 7 ee Sle Piles Ba 7,83 | 8,19 | 0,36] 4 
1 5 1 is teas es 7,83 | 8,27/ 0,44] 5 
1 5 a. 2), 78 | 24 Std. 17,83 | 8,32 | 0,49] 6 
l 5 | 3 1 | — __ | 30 Min.}8,00 | 8,12) oz] 1 
1 ae 1 | 2 |510 ,, |8,00/848/0.48] 5 
1 5 |— 2 | 2 1540 » 18,00) |8,56| 0,56] 6 
1 5 3 1 | — | 10 ,, |8,32/8.43/0,11] 1 
1 5 2 2 | — |30 ,, |8,32/8,55/0,23] 2 
1 5 1 3; — | 60 ,, |8,52/8,68/ 0,36] 3 
1 5 1 es 2 |120 ,, |8,32/8,83 0,51} 5 
1 5 |— 2 | 2 |240 ,, |8,32/8,91/0,59] 6 
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Tabelle XXXVIb (Fortsetzung). 
| | |] Harnstoff 1 | Harnstoff 2 | 
Bneym |p etnat| #20) 1 me NH, | 2 mg NH; |Reaktions- va Totales 
| pro ccm procem | zeit cis i 
com | cem {ec m ccm ecm bined | | nach | Diff.] mg 
1 r LS Pee De | 30 3,51 | 8,63 | '0,12 1 
l 5 | 3 2 | — 100 ,, |8,51/8,76/0,25} 2 
1 aes 3 | _— /120 » |8,51 | 8,89/0,38] 3 
l eee eee 1 2 ‘570 ,, 18,51 | 9,05 10,54] 5 
1 ee tae 2 2 660 ,, [8,51 | 9,08 | 0,57} 6 
1 5 | 3] ere gene © | 15 ., }8,82/8,96/0,14] 1 
1 a a 1 | — 20 ,, 18,82 8,96 | 0,14 1 
1 5 3 | 1 | — 1120 8,82 | 8,97 | 0,15 1 
1 5 3 | — | 1 | 24 Std. 8,82 | 9,05| 0,23} 2 
1 5 2 | 1 ] | 245 » 8,82 | 9,14 | | 0,32 3 
1 ee ie 2 — 2 »» |8,82/9,20}0,38] 4 
1 ae Gas _ | 3 | | A sb 8,82 | 9, 6 








Enzym: Frisch (10 : 50; 1 Stunde). — py wurde in jeder Reihe von Zeit 


wurde vor jeder Bestimmung neu platiniert. 


4, ~ Steigerung 





a BR Te Se OR res a bd 


Abb. 12. 


goes Bes 


8 69 


zu Zeit bestimmt, bis sich ein konstantes Potential einstellte. Die Elektrode 





62. Der Ubersichtlichkeit wegen stelle ich die Ergebnisse der 
Versuche 27—34 in einer Tabelle zusammen: 





~ “Harnstoft- | 


_nabenination | 





0,00625 | 11; 
| 


0,0125 16; 
0,025 21; 
0,05 | 31; 
0,1 34; 
0,1 | 33; 
0,2 |; 
0,2 34; 
0,2 37; 
0,2 37; 

0,2 | 119; 

1,6 | 41; 
1,6 34; 
1,6 38; 


ll; 13; 


ia 


ak 


” 


hee ae 


ak 


7 
| 


e 











me Steigerung | Mittel | Mittel 
| reduziert 
6,86—6,90! 15 68 
6,86—6,93 21 50 
6,86—7,0 31 | 49 
6,86—7,15| 37 | 44 
6,86—7,41; 43 | 37 
6,86—7,38 | 39 | 33 
6.86—7,47; 38 | 24 
6,86—8,10 35 14 
6,86—8,0 a 
6,36—7,92 39 | ae 
66i—-7,78; 38 | — 
6,86—7,64/ 39 | 
65—-7,58| 41. |’ — 
| 6,86—8,50 36 sen 

















Studien tiber die Urease. 877 


Die Tabelle gibt AnlaB zu mehreren Beobachtungen und 
Schliissen : 

1. Von der Harnstoffkonzentration 0,05 M bis 1,6 M (Ver- 
haltnis 1 : 32) zeigen die Mittelwerte an ak gute Ubereinstimmung, 
an c dagegen nicht. 

2. Bei 1,6M Harnstoff sinkt ak stets. 

3. Bei 0,2 M Harnstoff zeigt ak eine vorziigliche Konstanz, 
und ist der Enzymmenge proportional. 

4. Bei den niedrigeren Harnstoffkonzentrationen steigt ak. 
Dies bedeutet, daB die Reaktionskurve zwischen der logarith- 


mischen Funktion t = - log —* _ und einer geraden Linie 
> “a—@2 
t= px fallt. Sie kénnte daher durch eine Formel von dem 
1 /a’ a 
allgemeinen Typus ¢ = — ( log ——— + p-a'’- r) ausgedriickt 
g YI ee + Pp 8 


werden. Van Slyke und, wie ich spiter gefunden habe, auch 
Barendrecht, die obige Beobachtung gemacht haben ohne den 
EinfluB der p,-Steigerung zu beriicksichtigen, haben diesen Weg 
eingeschlagen. So dankbar es mir schien, auf diese Weise eine 
neue Formel fiir die Ureasewirkung aufzustellen — je mehr 
Konstanten eine Formel einschlieBt, um so leichter ist es ja, mit 
der Beobachtung Ubereinstimmung zu erzielen — so verzichtete 
ich doch darauf. Ich glaubte nimlich, zwischen der Steigerung 
von ak und derjenigen von py eine gewisse Parallelitat zu erkennen. 

Ich nehme mir die Freiheit, aus meinem Arbeitsjournal folgende 
Erérterungen anzufiihren: ,,In meinen friitheren Versuchen fand ich bei 
niedriger Harnstoffkonzentration eine stark steigende Konstante; bei 
mittlerer Konzentration zeigte ak gute Konstanz; bei der héchstméglichen 
Harnstoffkonzentration konnte ich eine fallende Tendenz bemerken. In 
allen Fillen steigt p, mit der Reaktionszeit. Es liegt also nahe daran zu 
glauben, da8 bei niedriger Konzentration die Reaktion weit starker von 
Py beeinflu&8t wird als bei den héheren und weiter, daB nur bei diesen die 
Reaktion bei optimalem py, stattgefunden hatte, d. h. daB die niedrigen 
Harnstoffkonzentrationen ein anderes und zwar mehr alkalisches py-Opti- 
mum haben als die héheren Konzentrationen.“ 

63. DaB ak bei niedriger Harnstoffkonzentration zu kleine Werte 
aufweist, kénnte also auf einem ungiinstigen py beruhen. Damit 
giibe es einen Grund zu der Hoffnung, da8 bei optimalem py die 
Konstante ak auch bei den niedrigsten Harnstoffkonzentrationen 
auf dieselbe Hohe steigen wiirde, wie die Konstanten der iibrigen 
Harnstoffkonzentrationen. 
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278 St. Lovgren: 


In Versuch 38 habe ich diese Gedanken einer Priifung unter- 
worfen. Zuerst muBte ich jedoch die Mischungsverhiltnisse der 
Phosphatlésungen, die zu erwiinschtem pq leiten sollten, fest- 
stellen. 

Versuch 37: Phosphatgemische. 


Tabelle XXXVII. 


























com /,K,HPO,| ccm M/,-KH,PO, 
BEER “Bi. Ga I eo 
O ik aw Vr shal etal eSol stat nals arousal t2al tts 284 28 
Pu = . . . .|9,37|8,73| 8,28] 8,10] 7,94] 7,81| 7,73] 7,64) 7,54| 7,34) 7,15) 6,94| 6,86 
4, 

gy 

2 


Kapitel VII. 


Py- Optimum der Urease als Funk- 
tion der Substratkonzentration. 
Ich gehe jetzt zu meinen, 
wie ich ansehe, wichtigsten Ver- 
such iiber. Bei den 3 charak- 
teristischen Harnstoffkonzentra- 
tionen 0,025, 0,2 und 1,6 M (Ver- 
com #KH, PO, haltnis 1:8 :64) variierte ich 
Abb. 18. zweckmaBig py und wihlte dabei 
die Reaktionszeit so kurz, daB eine gréBere py-Steigerung 
vermieden wurde. 
Versuch 38: p,-Optimum bei verschiedenen Harnstoffkonzentrationen, 


Tabelle XXXVIII. 


x $ 
» €¢€ &3S& ON € OB ®@ 







































































ae Se ee ee ee 
syn | "phat *' | Harnstoff | konzentration seit *| NH,| & | ak c 
ccm! cem | eem | Mol pro Liter} Min.| mg | mg vor | nach |Mittel 
1) 5 |— |4com™/ 0,025 | 10 | 2,70) 8,52 166 '20,8| 34 6,04 6,98 6,96 
1! 5 |— 14 Mei 0,025 10 3,86 | 8,52. 262 |32,8 82 7,15 | 7,23 | 7,19 
1) 5 | — ‘4 w Mg! 0,025 10 | 4,24| 8,52 299 |37,4 131 7,34 | 7,44 7,39 
1 5 | —j4 wo Mei 0,025 10 4,35 | 8,52 310 38,8, 186 7,54 | 7,75 7,64 
oe 2 2 ‘a a), | 0,2 10 4,93 68,12 32,7 | 32, 7| 46 6,94 | 7,04 | 6,99 
Se 212, "| 0,2 | | 10 | 5,36 68,12 35,6/35 6 61 Lirard bape 7,20 
1; 5 a 12, “ | 0,2 10 | 5,31 68,12 35,3/35,3) 97 7,34 | 7,48 7,41 
Re 212» ™4 0,2 10 | 5,25 68,12 34,9 see — |7,54 | 7,80 | 7,67 
| a-E 
Bee ae ie 2 » 8M! 1,6 10 | 5,31 | 545 |4,26'34,1 0,531 6,94 | 7,04 6,99 
1 | 5 |2\2, 8M! 1,6 10 | 5,69 545 (4,56 36.5; 0,569} 7,15 | 7,26 | 7,20 
1; 5 22, 8M 1,6 10 | 5,51 | 545 |4,42 35,4! 0,551] 7,34 | 7,48 | 7,41 
8 he S33 | Oe 1,6 10 | 5,22) 545 |4,19) 3 7,54 | 7,80 | 7,67 




















Pu 


Totalvolumen: 10 ccm. 
— Temperatur: 17°. — En- 
zym: Frisch (30 : 150, 2 Stun- 
den). — py vor: observiert. 
— Pq nach: aus Tabelle 
XXXVI berechnet. 


Studien tiber die Urease. 


ak 
40 


58 


36 


se 








Der Versuch erledigte véllig meine Erwartungen. Man sieht: 


1. DaB ak bei der kleinsten und der gréB8ten Harnstoffkonzen- 
tration stairker von py abhiangig ist als bei der mittleren; 
2. daB verschiedene Harnstoffkonzentrationen verschiedene 


-Optima haben; 


3. daB bei resp. pg-Optimum ak in allen 3 Reihen zu derselben 
Hohe steigt (36—39). 


64. Mit diesem Versuch war ein Weg in ein ganz neues Gebiet 
gedffnet. Es galt dann zunichst, die Lage der pg-Optima bei 
verschiedenen Harnstoffkonzentrationen genau festzustellen. 


Versuch 39: p,-Optimum bei 0,00625 M. Harnstoff. 


Tabelle XXXIX. 






































eS ye a | a | Reak-| Maxi- | 

En- Harnstoff- | 

sym sa H,0 Harnstoff /konzentration| ‘oie ae Ni, | k 'a-k 
ecm | com | ccm | Mol pro ] Liter | Min. _™e | ™ bt. ait 

1/5 | 3 |1com™/,| 0,0062 | 2 |042/ 2131 47715. 
1 | 5 | 3/1 ,, “he| 0,00625 | 2 |0,67| 2,13| 820] 26 
1/5 | 3/14, “he! 0,00625 | 2 |0,87| 2,13|1142) 36 
1/5 | 3 {1 4, he) 0.00625 | 2 | 1,03] 2,13! 1435) 45 
1} 5 | 3/1, “| 0,00625 | 2 |0,96| 2,13/1301) 41 
1] 5 | 3 |1 , Me! 0,00625 | 2 |0,94) 2,13! 1265 | 39,5 
1} 5 | 31/1 .,, “Ag! 0,00625 2 |0,87| 2,13) 1142/ 36 
1/5 | 3/1, he} 0,00625 | 2 0,67| 2,13) $20) 26 
1/5 ;2(\2, | 02 2 | 1,36 68,12) 44) 44 
1) 5|2|2, 8M! 1,6 2 |1,50/ 545 6/48 











my foe wee 


vor | nach Mitel 


6.86! Pon oeee 
7,15| 7,17) 7,16 
7,44| 7,46) 7,45 
7,73} 7,80! 7.76 
7,94) 8,04| 7,99 
8,10) 8,22! 8,16 
8,30) 8.42! 8.36 
8,70] 8,78| 8,74 


7,15 us 7,16 











7,15| 7,18} 7,16 








100 


i 
4 
‘ag 
i 
ee 
t. 
q 
i 
A 








280 St. Lévgren: 


Totalvolumen: 10ccm. — Temperatur: 18°. — Enzym: Frisch 
(30 : 150; 2 Stunden) — Wegen der kurzen Reaktionszeit und der Kleinheit 
der zu bestimmenden Ammoniakmengen sind die Versuchsfehler ziemlich 
groB. i 
k 





¢ 
Abb. 16. Resultat: pqg-Optimum bei 0,00625 Mol Harnstoff ist etwa 7,76. 


Versuch 40: py-Optimum bei 0,0125 M. Harnstoff. 





Ween ete eee ee 












































Tabelle XL. 
My, | |Reak-| | Maxi-| 

Eur | prog. | Harnstoff- [4,00] . Pu 
zym aes ot Harnstoff | konzentration| peed NH, "NE, | k ak T 1 eR “ad 
ecm | cem | ccm | | Mol pro Liter | Min. mg | mg | vor ‘eon Mitte] 

Sys | Sey gS ee a a 
1 5 | 2 |2ccm M/,| 00125 | 5 | 1,45 | 4,26 | 361 | 23 16,86 6,89) 6,87} 55 
1 5 | 2 |2 » Mei 0,0125 | 5 | 1,87) 4,26} 502 | 31 7,15) 7,19) 7,17] 74 
1 5 2 |2 ,, M/g| 0,0125 | 5 | 2,21 4,26 | 635 | 40 | 7,54, 7,62) 7,58} 95 
1 | 5 | 2/2,, ™A,| 00125 | 5 |2,30| 4,26| 674| 42 |7,64| 7,76! 7,70] 100 
1 5 | 2 12 5 “hie! 0,0125 | 5 | 2,21) 4,26| 635 | 40 | 7,73) 7,91)7.82] 95 
1/5 |2|2,, 8M! 16 | 5 |3,28/ 545 | 5,3| 42 17,15! 7,22) 7,19] 100 














Re ee 8 ee NM 
Abb; 16. Resultat: Fir 0,0125 Mol Harnstoff liegt das pg-Optimum etwa bei 7,69. 
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Versuch 41: p,-Optimum bei 0,05 M. Harnstoff. 
Tabelle XLIL 
































| Mig Reak- | Maxi- | 
En- | phos- | 4,0 | | Harnstoff- | tions-, ~H, | mum | Pu ak 
zym | phat Harnstoff | Seunentention; zeit | 3 NU, | k a-k : poe 
oma cem | ec Mol pro Liter| Min.| mg | mg | vor j nate Mittel 
1/5 | 2 |2ccm™,| 0,05 | 8 2,88/17,03| 101 25 6,86 6,92 6,89] 68 
1/5 /2/2,, "| 0,05 | 8 /|3,15/17,03) 111 | 27,8] 6,94) 7,00) 6,97] 76 
1/5 |2]2.,, "/| 0,05 | 8 | 3,66/17,03) 131 | 32,8]7,15| 7,20| 7,18] 89 
1; 5 ,2/2,, ",) 0,05 | 8 |3,95|17,08) 143 | 36 |7,34) 7,44) 7,39] 97 
1 5 212 5 Me) 0,05 | 8 |4,0 {17,03} 147 | 37 | 7,54! 7,74) 7,64] 100 
1 5 m1 gp: Mg] 0,05 | 8 | 3,82|17,03, 138 | 34,5] 7,73 8,01 7,87) 95 
1 5 2\2 » ™, 0,05 | 8 |3,55/17,03) 127 | 31,8] 7,94 8,30 8,12] 86 
1/5/2/2,, | 0,05 8 | 3,28/ 17,03 116 29 |8,10/,46 8,28] 78 
21/5 1313 » B/e| 0,05 8 | 2,90/17,03) 101 | 25 | 8,30! 8,66 8,48] 68 
1 5 B12 sm “He 0,05 | 8 | 2,14/17,03) 74|19 | 8,70 8,94 8,82] 52 
1/5 /2/2, | of 8 | 4,24 68,12) 36/36 |7,15/7,23)7,19] 97 
| } | | | } | 
1}/5|}342., 8M) 16 8 | 4,73) 545 |4,75| 38 |7,15| 7,24/ 7,19] 103 
Totalvolumen: 10ccm. — Temperatur: 18°. — Enzym: Frisch 
(30 : 150; 11/, Stunde). 
ak 
38 
36 402M 
24 
32 
30 
28 
26 
24 
22 
oa 7 eee 2 © f.8 8 £2.65 7 
* Abb. 17. Resultat: Fiir 0,05 Mol Harnstoff liegt das pg-Optimum etwa bei 7,55. 
Versuch 42: p,-Optimum bei 0,1 M. Harnstoff. 
Tabelle XLII. 
M/,- | Reak- Maxi- | ee, 
En- 2 | Harnstoff- [4,00 | Pp 
rym P| 0 Harnstoff |konzentration eo NH; | ‘XE, lk | ak -. bse 4 
cem | ccm | com | Mol pro Liter| Min. | mg | mg vor | nach Mittel 
1| 5 |—/4com™/,/ 0,1 | 10 | 4,51) 34,06 | 62 30,8] 6,86 6,95 6,90] 81 
1} 5 |—ji4 4, Mg] 0,1 | 10 5,42 | 34,06 | 75 | 37,6 7.25| 7,36) 7,31} 99 
iS |—i4, | 1 | 10 5,47} 34,06 | 76 38 | 7,44) 7,58/ 7,51] 100 
1} 5 };— {4 , ™/, 0,1 | 10 | 5,29} 34,06 | 73 | 36,7] 7,54! 7,80, 7,67] 94 
1} 5 |—|4, | 1 10 | 4,96 | 34,06 | 68 | 34,2] 7,73 8,01/ 7,87] 90 
1} 5 | — \4 » ™i| > 0,1 10 | 4,53! 34,06 | 62 31 |7,94/8,28) 8,16] 81 
1 | 51/2\2, | 0,2 10 | 5,54| 68,12 | 37/37 | 7,15| 7,26] 7,20] 97 
} Ee ae 2 le » 3M. 1,6 10 | 6,18) 545 540 17,15} 7,27) 7,21] 105 
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Abb. 18. Resultat: Fir 0,1 Mol Harnstoff liegt das pg-Optimum etwa bei 7,48. 
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Versuch 43: 


St. Lévgren: 


8 


1 





24 


Tabelle XLIII. 


Totalvolumen: 
10ccm. — Tem- 
peratur: 18,5°. — 
Enzym: Frisch 
(30: 150; 2 Stun- 
den). 


Py-Optimum bei 0,2 M. Harnstoff. 
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(30 : 150; 2 Stunden). 





























: M/,- Harnstoff- Reak- ie Maxi- ee Lie oA 
ome a Harnstoff | konzentration ao NH, ‘NH, b ies di——, poise ef 
ecm | ccm Mol pro Liter) Min. | mg | mg vor | nach Mittel a 

1| 5 |2|2cem¥™,| 0,2 8 |4,55| 68,12 | 37,5| 37,5] 6,86 6,95) 95 
] 5 2 \2 » “hl 0,2 8 | 4,62) 68,12 | 38,2 | 38,21 6,94) 7,03) 6,98] 97 
] $1213 6 Shi 0,2 8 |4,71)| 68,12 | 38,9) 38,9] 7,15) 7,24; 7,20; 99 
1 5 |}2{|3 , =P 0,2 8 | 4,73) 68,12 | 39,1 | 39,1] 7,25! 7,34) 7,30! 99,5 
1}; 5/2 |2 » 0,2 8 |4,76| 68,12 | 39,3) 39,3] 7,34) 7,45| 7,40 ]100 
Bo Bp SAE we Me 0,2 8 | 4,62) 68,12 | 38,2) 38,2] 7,54) 7,76) 7,65] 97 
ES 2|2 , ™%/ 0,2 8 |4,40! 68,12|36 (36 {7,73 8,05] 7,89 92 
i 243.» ™) 0,2 8 | 4,00) 68,12 |33 |33 {7,94 8,34) 8,14 84 
l 5 ae 8 M.| 1,6 8 (4,93; 545 | 4,95/ 39,6] 7,15) 7,25) 7,20]101 
Totalvolumen: 10 ccm. 
— Temperatur: 18,5°. — 
Enzym: Frisch (130: 150; 
32 
13/, Stunden). 
7 45 6 C9 1 
Abb. 19. Resultat: Fir 0,2 Mol Harnstoff liegt das pg-Optimum etwa bei 7,41. Bei 
dieser Konzentration ist die Empfindlichkeit gegen pq-Variationen besonders klein. 
Versuch 44: p,-Optimum bei 0,4 M. Harnstoff. 
Tabelle XLIV. 

| wy, “4 Reak- Maxi- 5 Bes wigqers q 

Se Harnstoff- ‘ P 
wae H,0 Harnstoff | konzentration — NH, iE, k ak |— = A 
cem | com Mol pro Liter| Min.| mg | mg vor | nach Mittel 

1 5 3 |leem4M 0,4 8 | 4,09} 136,24 | 16,5 | 33,0) 6,86) 6,94/ 6,90] 90 
1 5 Sk ye; 0,4 8 | 4,22) 136,24 | 17,1 | 34,21 6,94! 7,02) 6,98] 93 
1 5 es ee, See 0,4 8 | 4,45) 136,24/18 | 36,0]7,15| 7,24) 7,20] 98 
1 5 ie; ene” oe 0,4 8 | 4,51| 136,24 / 18,3 | 36,6] 7,25) 7,35! 7,30] 100 
1 5 St Sy, 0,4 8 | 4,51) 136,24 | 18,3 | 36,6] 7,34! 7,45) 7,40] 100 
] 5 oi Ss 0,4 8 | 4,49) 136,24 | 18,2 | 36,4} 7,44) 7,58/ 7,51] 99 
1 5 SFE ay 0,4 8 |4,33| 136,24! 17,6! 35,217,54| 7,74/7,64] 96 
] 5 Pie 2 0,4 8 | 3,75) 136,24) 15,1 | 30,2 7,94) 8,32/ 8,13] 82 
Totalvolumen: 10ccm. — Temperatur: 17,5°. — Enzym: Frisch 
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Abb. 20. Resultat: Fir 0,4 Mol Harnstoff liegt das pqg-Optimum etwa bei 7,36. 
Versuch 45: py-Optimum bei 0,8 M. Harnstoff. 


Tabelle XLV. 
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Mls Harnstott- |"eak- i | Maxi- 
rae BP Harnstoft |konzentration pong N “a ‘EH, k | ak * ae 4 
cem |bem Mol pro Liter Min. | mg | mg vor |nach |Mittel 
5 | 2 |2com4M, 0,8 | 8 |4,46/272,481 8,98 | 35,9] 6,86) 6,95 6,90] 92 
5 | 2|2, 4M) 08 | 8 /|4,53/272,48 9,1 | 36,4] 6,94) 7,03, 6,98] 93 
51/2/12, 4M) 08 8 | 4,66| 272,48 9,4 | 37,5 7,05 7,15) 7,10] 96 
5 | 2|2, 4M) 0,8 | 8 | 4,69) 272,78! 9,64 | 38,6|7,15/7,25| 7,20] 99 
5 |2/2, 4M) 08 | 8 |4,73|272,48'9,7 | 38,9]7.25| 7,35) 7,30] 100 
5 |2/2, 4M) 08 | 8 |4,73/272,48'9,7 | 38,9|7,34!7,45/ 7,40] 100 
5/2/12, 4M) 08 | 8 (453) 27248 9,1 | 36,4]7,44 7,59/ 7,52] 93 
5 | 2/2, 4M| 08 8 |4,51|272,48 9,0 | 36,4]7,54) 7,76 | 7,65] 93 
5 | 2/2, 4M; 08 | 8 | 4,22 | 272,48 8,5 | 33,9]7,64 7,90) 7,77] 87 
5 |2|2,, 4M! 08 | 8 |3,77|272,48,7,6 | 30,4|7,94/8,32/8,13] 78 


Totalvolumen: 10ccm. — Temperatur: 17,5°. — Enzym: Frisch 
(30 : 150; 2 Stunden). 


32 





9 7 ¥ 9 


Abb. 21. Resultat: Fiir 0,8 Mol Harnstoff liegt das py-Optimum etwa bei 7,27. 


Kapitel VIII. 


Neue Formel fiir die Anfangsgeschwindigkeiten hei resp. 
Pa- Optimum. 

65. In allen diesen Versuchen fallt ak — fiir die Anfangsge- 
schwindigkeiten bei Harnstoffkonzentrationen von 0,00625 M bis 
1,6 M (Verhaltnis 1 : 256) unter optimalen p,-Bedingungen — in 
demselben Gebiete. Wie ausgezeichnet die Konstanz von ak ist, 
zeigt mehr direkt folgender Versuch, der eine genaue Wiederholung 
von Versuch 22 darstellt, mit dem Unterschied, da hier in jeder 
Reihe die Reaktion bei resp. pg-Optimum fortgehen diirfte. 












































284 St. Livgrén: 
Versuch 46: Verschiedene Harnstoffkonzentrationen bei resp. 
Py-Optimum. 
Tabelle XLVI. 
| 5 jReakl «=| Maxi] | ee 
En- | Phos- | Harnstoff- | ae | P ..- 
zym | phat |H.0) Harnstoff | konzentration, a NH, | '\H, k | "ao, SOBRE sts —— Lal 
cem | com ce | Mol pro Liter| Min | mg/| mg vor | nach Mittel{ mum 
1| 5 | 3 |lecm™/,| 0,00625 | 1,9/0,76| 2,13/1010 (32)*) 7,81 | 7,88! 7,841 7,76 
1} 5 | 22 5 he 0,0125 | 4 |1,70| 4,26) 553 | 35 | 7,64) 7,72 | 7,681 7,69 
1 | 5 |—|4 » M/e| 0,025 | 8 |3,53) 8,52| 290 | 36 |7,54/7,70/ 7,621 7,62 
1] & | Bid wn 0,05 | 8 |3,86) 17,03} 139 | 35 |7,44/7,56| 7,50] 7,55 
1| 5 |—/4 » ™&} 01 | 8 |4,13) 34,06) 70 | 35 |7,44/7,57/ 7,50} 7,48 
1 | 5 2 (2 et 0,2 | 8 |4,24! 68,12] 35 | 35 7,34 | 7,44 | 7,39 7,41 
1/5 /3/1, 4M 04 | 8 |4,331136,24| 17,5) 25 17.25 /7,34| 7,30] 7,35 
1/5 /|}2|2, 4M; 08 8 4,40 272,48 8,8 35 17,25 7,35 | 7,30 7,27 
1; 6 |—/4,, 4M! 1,6 8 (4,46 545 4,4, 35,5] 7,15 | 7,25 | 7,20] 7,20 
*) Die Reaktion fand hier, wie ersichtlich, nicht beim p,-Optimum 
statt. 


Totalvolumen: 


10 com. 


(30 : 150; 2 Stunden). 


Temperatur: 


bate 


— Enzym: Frisch 


Aus den Versuchen 38—46 ziehe ich folgende Schliisse: 


1. Die fiir die Enzymwirkung giinstigste Wasserstoffionen- 
konzentration ist bei der Sojaurease nicht von der Substratmenge 
unabhiingig, sondern jede Harnstoffkonzentration hat (bei im 
iibrigen unverinderten Verhiltnissen) ihr besonderes py-Optimum. 
Hierbei handelt es sich nicht um unbedeutende Unterschiede. 
Denn die py-Optima liegen fast iiber einer ganzen py-Einheit 


verstreut. 


Tabelle XLVIa. 








Harnstoff- | Max. NH, | 


| 


7 


ps -Optimum | Wahrscheinlicher 








pet fg argh log 6 | zwischen Optimalpunkt 
0,00167 | 0,57 |—0,25| 7,90*) 
0,00625 | 2,13 | 0,33|7,74—7,78 7,76 
0,0125 4,26 | 0,63) 7,66—7,72 7,69 
0,025 8,52 | 0,93) 7,55—7,65 7,62 
0,05 17,03 | 1,23|7,50—7,60 7,55 
01 | 34,06 | 1,53/ 7,40—7,50 7,48 
0, | 68,12 | 1,83) 7,30—7,50 7,41 
0,4 136,24 | 2,13|7,30—7,40 7,35 
0,8 272,48 | 2,44|7,25—7,35 7,21 
1,6 545 2,74 | 7,15—7,25 7,20 








*) Dieser Punkt ist aus Versuchen von Bare ndrecht*) von mir berechnet. 
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Aus dem geradlinigen 79 









































Ky, | | | | a | | | | | { 
Verlauf der Kurve in VK SHSvenN EAR Mee 
é 80 —— i Sk oe ee 
Abb. 22 sieht man, daB Paps bt ty 
die Wasserstoffionenkon- 7}—+- oe a a Trt TT im . 
P > Ssealaai ten DS isionl =< RE LE col 
zentration der Optimal- | | [| Nt BERaee 
; | t ate? taro 
punkte sich der Harn- | | f i Nr Base & 
. | peg 
stoffkonzentration an- 0 at Sa Ee Not ro | 
“s . . a  — + $f — gp 
naherungsweise proportio- ,| | | | ry I Baas e 
nal verschiebt. Dies be- | sendeee eee = | 
deutet, daB selbst 8% >>> 4+ ses 9 aS ae im: 
os : Soa GES FH, Ra ER SRS RHR Bk SG TRY} + as 
waihrend der Reaktion lee Bee. eae | 
OT —+ +— 7 ++ a T + 
in Zusammenhang — ttt tole 
| | if j i | } | lay a 
. - : . 770\—1 | og J 
m e "QW02 02 46824 6 4 
it der Erniedrigung 10 $2024 628 


a =Max Wh, in ing pro 10con 
Abb. 22. py-Optima. 


der Substratkonzen- 

tration eine Verschie- 

bung in der Lage des pyg-Optimums eintritt. 
Berechnet man von diesem Gesichtspunkt z. B. den Versuch 29 


E, nach der Formel k = —-— log — “| so erhalt man die Reihe 
x 


65; 72; 67, oder auf py-Optimum und die Einheitskonzentration 
reduziert: 39; 36; 35. 

2. Auch die py-Empfindlichkeit der Urease ist im Optimum- 
bereiche von der Substratkonzentration abhingig. Bei der mitt- 
leren Harnstoffkonzentration 0,2 M weist sie ein Minimum auf. 
Die zugehérige Kurve ist so flach, daB eine Steigerung in pg von 
6,8 bis 7,9 nur eine Veranderung in ak von 37 (iiber 39) bis 36 
(d. h. 3 Einheiten) mit sich fiihrt. Dies erklart die gute Konstanz 
von ak in den Versuchen 27 F,, 29 F,, 30, 32 u. 34. 

In meinen friiheren Versuchen hatte ich rein zufilligerweise 
diese Harnstoffkonzentration (0,2 M) als Einheit gewihlt. Nach 
dem Obigen hat diese Wahl nunmehr eine innere Berechtigung. 

3. Die anfingliche Reaktionsgeschwindigkeit ist unter 
optimalen py - Bedingungen von der Harnstoffkonzentration 


eR pee ‘ L H 
in einem Grade abhingig, der der Formel k = , log : genau 
a—x 


entspricht. Damit ist nicht gesagt, daB diese Formel fiir den 
ganzen Reaktionsverlauf giiltig ist. Vielmehr ist sie als ein Spezial- 
fall einer mehr umfassenden Gleichung anzusehen. 
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Gifte fiir Sojaurease, Diese Zeitschr. 111, 134—65. 1920. — 1**) Rovere, 
Urease in der Thymusdriise junger Kilber. Giorn. Acc. med. Torino 76. — 
165) Rouelle cadet, Entdeckung von Urea im Harn. Journ. de méd. 1773. 
— 16) Schibata, Urease in Aspergillus Niger. Beitr. z. chem. Physiol. 
u. Pathol. 5, 384. 1903/04. — 1°’) Schlésing, Methode zur NH,-Bestim- 
mung. Journ. f, prakt. Chemie 52, 372. 1851. — 1**) Schnitzler, Proteus 
vulgaris spaltet Urea. Zur Atiologie des Cystitis. Wien 1892. — 1**)Semal, 
U-Spaltung durch Schimmelpilze. Ann. de pharm. 4, 279. 1894. — 
170) Shearman, Myriaden von Tierchen im ammoniakalischen Harn eines 
Kranken. Prov. Journ. 1846. — 171) Shearman, Schmidts Jahrb. 55, 276. 
1847, Ref. — 17*)Simonund Me yer, U-spaltende Enzyme im Harn. Zeitschr. 
f. Urologie 4, 660. 1910. — 17*) Simonson, Aerobe und anaerobe Urobak- 
terien. Diss. Ziirich 1911. — 174) Séhngen, Ureaspaltung bei Nichtvorhan- 
densein von Eiwei8 durch mehrere Gruppen von Mikroben (nicht Urobac. 
Pasteurii). Irisierung. Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenk. 23 (II), 91—98. 
1909. — 175) Séhngen, Chem. Weekbl. 11, 42—59. 1914. — 17*) Séldner, 
Vakuumdestillation bei NH,-Bestimmung. Zeitschr. f. Biol. 38, 237. — 
177) Sumner und Bodansky, U-Bestimmung mit Jackbohnenurease. 
Fallung der EiweiSstoffe durch Hg-K-Jodid + HCl. Nesslerisation. Journ. 
of Biolog. Chem. 38, 57—61. 1919. — 178) Takeuchi, Urease in Soja- 
bohnen. Selektivitét. Journ. coll. agric. Tokyo 1, 1—14. 1909. — 
179) Takeuchi, Technische Anwendung von Sojaurease zur Darstellung 
19* 
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von Am-Sulfat aus dem Menschenharn. Chem.-Ztg. 35, 408. 1911. — 
18) Tervaert und Lier, U-Bestimmung in Blutproben mittelst Soja- 
urease. Ned. Tijdschr. v. Geneesk. 2,17. 1916. — 1*1) Thoms, Historisches 
iiber die Urease. Ber. d. Deutsch. pharm. Ges. 30, 175—78. 1920. — 
18) Tissier und Martelly, Eine Menge Verdauungsbakterien spalten 
Urea, u. a. Proteus und Bac. coli. Ann. de l’inst. Pasteur 16, 865—902. 
1902. — 18%) Traube, Harngarung in der Blase als Folge von der Anwendung 
unreiner Katheter. H. Fischer: Berl. klin. Wochenschr. 2, 18. 1864.- — 
184) Van Slyke, Priifung von Marshalls Methode. Selektivitét der Urease. 
Wirkung nicht monomolekular. Journ. of Biolog. Chem. 16, 127—31. 
1913/14. — 485) Van Slyke und Zacharias, Ureasetrockenpraparat 
durch Aoetonfillung. Eigenschaften. Kritik tiber Hahn und Saphra. 
Dtsch. med. Wochenschr. 40, 1219-21. 1914. — 1°) Van Slyke und 
Cullen, Ekvation fiir die Wirkung der Urease. Journ. of Biolog. Chem. 
19, 141—80. 1914. — 187) Van Slyke und Zacharias, Einflu8 der 
H.-Konzentration. py-Optimum 7. Journ. of Biolog. Chem. 19, 181—210. 
1914. — 1**) Van Slyke und Cullen, Ureasetrockenpriparate. Anwen- 
dung. Journ. of Biolog. Chem. 19, 211—28. M@i4. — 18°) Van Slyke 
und Cullen, U-Bestimmung mit Sojaurease. VorsichtsmaBregeln. Journ. 
of Biolog. Chem. 24, 117—22. 1916. — 1) Van Slyke, Antwort zu Falk. 
Journ. of Biolog. Chem. 28, 391. 1917. — 11) Van Tieghem, Reinziichtung 
von Pasteurs Torula. Diese spaltet nicht Athylurea, aber Hippursdure. 
Hefe spaltet Urea nicht. Compt. rend. 58, 210—14. 1864. — 1) Van 
Tieghem, Weitere Studien iiber ,,torule ammoniacale“, Thése de la Fac. 
des Se. Paris 1864, Nr. 256. — 1%) Vauquelin, Bei der Zersetzung des 
Harnstoffs mu8 man ein Zutreten von Wasser annehmen. Ann. de Chim. 
et de Phys. Sér. 2 25, 423-26. 1824. — 14) Viehvever, Bot. Unter- 
suchung harnstoffspaltender Bakterien. Systematik. Kritik. Centralbl. 
f. Bakt. u. Parasitenk. 39 (II), 209—359. 1913/14. — 15) Wakulenko, 
Urease in Robinia, Lupinen, Sesam, Strophantus. Landw. Vers.-Stat. 
82, 313-91. 1913. — 1%) Walker und Hambly, Bei 100° geht Urea 
in Wasserlésung teilweise in Am-cyanat iiber. Reaktion bimolekular. 
Gleichgewicht etwa bei 5% Am-cyanat. Chem. News 1895, S.46. — 
197) Walker und Hambly, Bei 100° geht Urea in Wasserlésung teilweise 
in Am-cyanat iiber. Reaktion bimolekular. Gleichgewicht etwa bei 5% 
Am-cyanat. Journ. Chem. Soc. Lond. 67, 746—67. 1895. — 1°*) Walker, 
Bei 100° geht Urea in Wasserlisung teilweise in Am-cyanat iiber. Reaktion 
bimolekular. Gleichgewicht etwa bei 5% Am-cyanat. Zeitschr. f. phys. 
Chemie 42, 207—08. 1902. — 1) Wells und Caldwell, Keine Urease 
im Harn der Menschen und der Anthropoiden. Biochem. Zentralbl. 17. 
1914/15. — *®) Wester und Schirm, Priifung von Marshall-van Slykes 
Methode. Ergebnisse nicht geniigend. Chem. Weekbl. 12, 213. 1915. — 
201) Wester, Chem. Weekbl. 13, 663—77. 1916. — 2%) Wester, Soja- 
urease: Einflu8 von Giften, Enzymmenge, Belichtung und Temperatur. 
Pharm. Zentralhalle 57, 423—30. 1916. — *°%) Wester, Ureasegehalt in 
hollindischen Samen und in verschiedenen Arten Sojabohnen. Chem. 
Weekbl. 16, 1548—56. 1919. — *°4) Wester, Ureasegehalt in hollandischen 
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Samen und in verschiedenen Arten Sojabohnen. Pharm. Zentralhalle 61, 
377—82. 1920. — *°5) Wester, Schwankungen in der Wirkung eines 
Sojabohnenextraktes beim Erwirmen auf 37°. Pharm. Zentralhalle 61, 
293—95. 1920. — *°*) Wester, Einflu8 von Enzymmenge, U-Konzentra- 
tion, Glycerin auf Sojaurease und Canavaliaurease. Ber. d. Deutsch. pharm. 
Ges. 30, 163—75. 1920. — *°?) Wester, Einwirkung von Kationen und 
Anionen auf Sojaurease. Recueil de travaux chim. des Pays-Bas 1920. — 
208) Wohler, Kiinstliche Bildung des Hansrtoffs aus Ag-Cyanat + Sal- 
miaklésung oder Pb-Cyanat + fliiss. NH,. Poggendorffs Ann. d. Phys. 
u. Chem. 12, 253—56. 1828. — *°*) Wéhler, Aus Cyangas + Wasser 
bildet sich etwas Harnstoff, also aus rein anorganischem Material. Poggen- 
dorffs Ann. d. Phys. u. Chem. 15, 619—30. 1829. — *!°) Wiister, Vakuum- 
destillation bei NH,-Bestimmung. Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 1889, 
S. 1903. — #14) Zemplen, Urease in Robinia, in Gramina nicht. Zeitschr. 
f. physiol. Chemie 79, 229—34. 1912. — *!*) Zemplen, Technische Ver- 
wendung von Robiniaurease zur Darstellung von Am-Sulfat aus dem 
Menschenharn. Zeitechr. f. angew. Chemie 25, 1560—62. 1912. 














Uber heterogenetisches Antigen und Hapten’). 


XV. Mitteilung tiber Antigene. 


Von 


Karl Landsteiner. 
(Aus dem Laboratorium des R. K. Ziekenhuis, den Haag.) 
(Eingegangen am 19. April 1921.) 


Ein Zusammenhang, der durch meine vorhergehenden Unter- 
suchungen?) nahegelegt wurde und im folgenden noch erértert 
wird, veranlaBte mich zu der Untersuchung der heterogenetischen 
Antigene. Darunter werden bekanntlich jene durch Forssman) 
und die seiner Mitteilung folgenden Arbeiten in verschiedenen 
Organen vieler Tierarten, z. B. Pferd, Katze, Huhn, aufgefundenen 
Stoffe verstanden, nach deren Injektion bei Kaninchen Himolysine 
gegen Hammelblut entstehen, die sogenannten heterogenetischen 
Lysine. Beziiglich der Literatur verweise ich auf die in den Mit- 
teilungen von Doerr und Pick‘), Friedberger®), Sachs und 
Georgi*) angegebenen Zitate’). Unter der groBen Zahl von Ar- 
beiten, die tiber den Gegenstand gemacht wurden, beschaftigt 
sich ein Teil auch mit Versuchen iiber die Eigenschaften und Be- 
schaffenheit der heterogenetischen Antigene. 


1) Kurz mitgeteilt in der Sitzung der Kon. Akad. von Wetenschappen 
te Amsterdam vom 26. Febr. 1921. 

2) 13. u. 14. Mitt., diese Zeitschr. 93, 118. 1919; 104, 280. 1920. 

3) Diese Zeitschr. 37, 78. 1911. 

*) Diese Zeitschr. 50, 129. 1913; 60, 257. 1914. 

5) Zeitschr. f. Immunititsforsch. 20. 1913; 21. 1914; 28, 217. 1919. 

*) Zeitschr. f. Immunititsforsch. 21, 342. 1914. 

7) Bei dieser Gelegenheit méchte ich die von mir schon vor langer Zeit 
aufgefundene Tatsache in Erinnerung bringen, daB normale Agglutinine 
immer auf viele Arten von Blut wirken. Miinch. med. Wochenschr. 1902, 
Nr. 40. 
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Die ersten Angaben dariiber stammen von Doerr und Pick’). 
Diese Autoren fanden, da8 Pferdeniere stundenlang gekocht 
werden kann, ohne ihr Immunisierungs- und Bindungsvermégen 
zu verlieren. 

Sie geben ferner an, daB das Antigen gegen Alkoholbehand- 
lung widerstandsfahig ist. In ihrer zweiten Arbeit berichten 
Doerr und Pick, daS das Antigen in das nach Pohl bereitete 
Organplasma iibergeht und durch Halbsittigung mit Ammon- 
sulfat, durch stark verdiinnte Essigsiure, durch Erwirmen auf 
38° ausgeflockt wird und sich demnach wie ein Nucleoproteid 
verhalt. Im Anschlu8B an Doerr und Pick haben auch Sachs 
und Georgi?) alkoholische Extrakte zum Nachweis des hetero- 
genetischen Antigens verwendet. Friedberger (in Gemeinschaft 
mit Poor, Suto, Schiff) machte Untersuchungen iiber das im 
Harn enthaltene heterogenetische Antigen (vgl. Doerr und Pick) 
und fand, da8 bei der Behandlung von Urin mit Alkohol der 
Extrakt Bindungsvermégen besitzt, nicht aber der Riickstand 
(Berl. klin. Wochenschr. 1913, Nr. 34), hielt aber spiater die Ver- 
suche nicht fiir richtig’). 

Die Versuche von Sordelli, Fischer, Wernicke, Pico‘) 
aus dem Institut von R. Kraus, iiber die nun und noch weiterhin 
zu berichten ist, hatten in einem wichtigen Punkt ein neues Ergebnis. 

Die Autoren berichten in bezug auf die Beschaffenheit des 
Antigens folgendes: 

,3. Durch Alkohol und Ather kann man aus Nieren des Meer- 
schweinchens und des Hundes und aus den Blutkérperchen von 
Schaf und Ziege 2 Fraktionen gewinnen. 

a) Eine in Alkohol und Ather lésliche, welche das Bindungs- 
vermégen der Organe und nativen Blutkérperchen behilt. 

b) Eine unlésliche, welche keine Aktivitat besitzt“‘5). 

»4. Vermittels der Komplementbindungsmethode lieB sich 
folgendes feststellen: 

1) 1c. vgl. Sachs und Nathan, Zeitschr. f. Immunititsforsch. 
19, 235. 1913. 

*) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 21, 346. 1914, vgl. Georgi, Arbeiten 
a. d. Inst. f. exp. Ther. Frankfurt a. M. 1919. H. 9, 8. 43. 

8) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 28, 217. 

*) Rev. del inst. bacteriol. Buenos-Aires 1, Nr. 3, S. 229. 1918. 

5) Im englischen Text: ,,and an insoluble one, which has hardly any 
activity at all.“ 
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a) Der in Alkohol lésliche Teil besitzt das heterogenetische 
Antigen. 

b) In dem unléslichen Teil ist es nicht vorhanden.‘ 

0. Die Immunisierung mit den durch Alkoholather frak- 
tionierten Teilen von Meerschweinchen- und Hundeniere fiihrt 
zu folgendem Ergebnisse: 

a) Der unlésliche Teil vermag die Bildung von Himolysinen 
anzuregen, trotz Fehlens jedes Bindungsvermdgens in vitro. 

b) Der lésliche Teil ruft entgegen seinem Bindungsvermégen 
in vitro keine Hamolysinebildung hervor.“ 

Es ist weiterhin anzufiihren, daB Sordelli und Pico’) eine 
charakteristische Flockungsreaktion der alkoholischen Organ- 
extrakte durch heterogenetisches Immunserum auffanden, eine 
Beobachtung, die spaiter auch von Sachs und Guth?) mitgeteilt 
wurde. 

Da8 nach Sordelli und Fischer nicht der in vitro bindende 
Alkoholextrakt, wohl aber der Riickstand nach der Alkohol- 
extraktion immunisiert, ist offenbar zunachst schwer zu ver- 
stehen, da es danach den Anschein hat, daB durch Einspritzung 
einer Substanz spezifische Immunk6rper fiir eine andere Substanz 
gebildet werden. 

Ich habe bei meiner Untersuchung, die ich zum gréBten Teil 
ohne Kenntnis der Arbeiten von Sordelli und seinen Mitarbeitern 
ausgefiihrt habe, Resultate erhalten, die mit jenen der genannten 
Autoren in wesentlichen Teilen iibereinstimmen. Ich fand naim- 
lich auch, daB alkoholische und atherische Extrakte der Pferde- 
niere, trotzdem sie starkes Bindungsvermégen in vitro besitzen, 
doch keine oder sehr geringe Immunkérperbildung bewirken. 
Durch die Gesamtheit meiner Versuche, zusammengehalten mit 
friiheren Ergebnissen, kam ich aber, wie ich glaube, zu einer be- 
friedigenden Auffassung des Sachverhaltes. 


Versuch (nebst Angabe der Versuchsanordnung bei den Proben und 
der Immunisierung im allgemeinen). 

Verriebene Pferdeniere wird in der 10fachen Menge 0,9proz. NaCl- 
Lésung aufgenommen, durch eine einfache Lage Gaze filtriert. Hier wie 
in den folgenden Versuchen wurden die Injektionsfliissigkeiten (gewéhnlich 
mit '/,—1/,% Phenol versetzt) im Kiskasten aufbewahrt. 


1) Rev. del inst. bacteriol. Buenos-Aires 2, Nr. 3, 8. 261. 1919. 
*) Med. Klin. 1920, Nr. 6. Zeitschr. f. Immunititsforsch. 30, 517. 1920. 
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100 g durch die Fleischmaschine getriebene Pferdeniere werden mit 
dem 10fachen 95 proz. Alkohol versetzt eine Woche lang unter mehrfachem 
Schiitteln bei Zimmertemperatur extrahiert, filtriert, im Vakuum ein- 
gedampft. Der Riickstand wird nochmals in 50ccem absoluten Alkohol 
unter kurzdauerndem Erwirmen auf dem Wasserbad aufgenommen, nach 
dem Erkalten von einem ausgeschiedenen Niederschlag abfiltriert und am 
nichsten Tag von einem wieder gebildeten Sediment abgegossen. Die 
alkoholische Lésung wird im Vakuum eingedampft, der Riitkstand mit 
40 ccm Ather behandelt und so eine itherlésliche Fraktion gewonnen. 

Zur Injektion wurde verwendet: 1. Die wisserige Pferdeniere-Emulsion; 
2. die in Alkohol, aber nicht in Ather lésliche Fraktion in NaCl-Lésung 
emulgiert; 3. die in NaCl-Lésung emulgierte atherlésliche Fraktion; 4. der 
in Alkohol ungelést gebliebene oder nach dem Erkalten wieder abge- 
schiedene Teil des ersten Alkoholextraktes, der sich leicht in NaCl- 
Lésung aufléste. Das Gewicht dieser Fraktion betrug weniger als 10% 
der im ersten Alkoholextrakt erhaltenen Substanzmenge (3,7 g); die Stamm- 
lésung davon wurde auf 5 ccm gebracht. 

Injiziert wurde 3 mal, in Abstainden von einer Woche, intraperitoneal, 
wie auch bei allen folgenden Versuchen. Das erstemal erhielten die Kanin- 
chen eine 0,1 g, das zweitemal eine 0,2¢g frischer Nierensubstanz ent- 
sprechende Menge, das drittemal die mit Suspension | behandelten Tiere 
0,2 g, die anderen 3 Gruppen das 4fache dieser Menge. 

Die Himolyse wurde bei diesem und den folgenden Versuchen auf 
die folgende tibliche Weise gepriift. Von den Serumverdiinnungen wurde 
0,5 ccm mit 0,5 com auf das 10fache verdtinntem frischen Meerschweinchen- 
serum und im ersten Versuch 0,1, spiter 0,05 com gewaschenem 50 proz. 
Schafblut versetzt. Wo es nicht anders angefiihrt ist, ist in den folgenden 
Versuchsprotokolien die hiamolytische Wirkung der auf das 250fache 
verdiinnten Seren nach Istiindigem Stehen im Wasserbad von 37° an- 
gefiihrt. 

Vor den Injektionen wurden die Seren der Kaninchen auf Haimolyse 
gepriift und solche Tiere, deren Seren stark listen, nicht zum Versuche 
genommen. Das Serum der zu Injektionen benutzten Tiere léste bei der 
Verdiinnung 1 : 25 unter den angegebenen Versuchsbedingungen in einer 
halben Stunde nicht komplett. 

Bezeichnung der Hamolyse: k = komplett, fk = fast komplett, 
8. st = sehr stark, st = stark, m = maBig, schw = schwach, Sp = Spur. 

Die Seren wurden immer eine Woche nach der letzten Einspritzung 
geprift. 


Der beschriebene mit 11 Kaninchen angestellte Versuch 
hatte folgendes Ergebnis (nach 3 Injektionen): 








In kaltem Alkohol 
Alkoholfraktion Atherfraktion | U2selésterTeil des 


Art des injizierten | Nieren- 
Materials suspension ersten Alkoholex- 


traktes 


LEE Re Cn eigenen = — 


Hiimolyse . . | | m 0/010 o0lolo Sp |schw, 0 
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Es zeigt sich demnach, da8 eine kraftige Haimolysinbildung 
bei einem der mit der unverinderten Nierensubstanz behandelten 
Tieren, aber nicht nach Injektion von Alkohol- oder Atherextrakt 
stattgefunden hatte. Bemerkenswert erscheint die starkere Wirkung 
der Seren der 4.Gruppe in Vergleich zu denen der 2. und 3., 
die darauf hindeutet, daB hier vermutlich eine geringe Produktion 
von Immunkérpern stattgefunden hat. 


Da das erhaltene Resultat im Gegensatz zu den mir damals bekannten 
Angaben der Literatur iiber die Alkoholléslichkeit des Antigens stand, 
hielt ich es fiir nétig, den Versuch (modifiziert) zu wiederholen. 

Pferdeniere wurde jetzt, wie in den noch folgenden Versuchen, 2 mal 
durch eine Fleischmaschine, dann durch ein grobes und durch ein feines 
Sieb getrieben. Es wurden 3 Gruppen von Tieren, im ganzen 9 Kaninchen, 
zum Versuch genommen, denen ich die folgenden Priparate injizierte. 

1. Der in der 10fachen Menge NaCl-Lisung aufgeschwemmte Brei. 

2. 10g des Nierenbreis wurden mit 100 ccm 80proz. Alkohol 1 Tag 
bei Zimmertemperatur stehengelassen, die Lésung im Vakuum bei Zimmer- 
temperatur eingedampft, mit NaCl-Lésung emulgiert, auf 100 com gebracht. 

3. Wie 2., nur die Extraktion mit absolutem Alkohol gemacht. 

Von allen Lésungen wurden jedesmal 2 ccm injiziert. 


Hamolyse in der Verdiinnung 1 : 250 nach 2 Injektionen: 











Art des 80 proz. Alkohol- | Absoluter Alkohol- 
injizierten Materials Pnenepenten extrakt extrakt 
a = : - 
Hamolyee ....] k | k|k1o|0}0]f0/]01|0 











Bei schwacher Verdiinnung gepriift zeigten die Seren der 
2. und 3. Gruppe keine deutlich stiirkere Himolyse als das Serum 
normaler Tiere. 

Das Resultat entspricht demnach dem schon angefiihrten, 
insofern wieder nur die mit nativer Nierensuspension behandelten 
Tiere Himolysin gebildet hatten, die alkoholischen Extrakte 
aber unwirksam waren. 

Dieser unerwartete Befund veranlaBte mich, die Angaben 
iiber die Bindungsfihigkeit der alkoholischen Organextrakte 
in vitro nachzupriifen. 


Verdiinnungen von himolytischem Serum, das durch Injektionen von 
Pferdeniere gewonnen war, wurden mit variierten Mengen in NaCl-Lésung 
emulgierten alkoholischen Pferdenierenextraktes (dargestellt durch Alkohol- 
behandlung von Extrakten und Suspensionen in Kochsalzlésung) versetzt, 
1 Stunde im Brutofen gehalten, dann Komplement und Hammelblut 
zugesetzt. Gleichartige Versuche mit dem in Alkohol ungelésten Teil der 
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Nierensuspension und mit unverinderten wisserigen Extrakten oder 
Suspensionen. 


Wie es zu erwarten ist, erhielt ich gleiche Resultate, wie sie in 
den oben angefiihrten Arbeiten enthalten sind. Das Bindungs- 
vermégen der urspriinglichen wisserigen Extrakte fand sich in den 
alkoholischen Ausziigen wieder, wihrend der nach der Alkohol- 
behandlung zuriickbleibende Riickstand nicht oder nur sehr 
wenig wirksam war. Um Wiederholung zu vermeiden, fiihre ich 
nur einen solchen Versuch im folgenden an (s. u.) und verweise 
im iibrigen auf die zitierten Mitteilungen’). 

Nach diesen Feststellungen muBte nun untersucht werden, 
wie sich der nach der Alkoholextraktion zuriickbleibende Teil 
der Nierensubstanz, der natiirlich die Hauptmenge der Proteine 
enthalten muB, in bezug auf die immunisierende Wirkung ver- 
halt. Damit beschaftigen sich die 2 folgenden Versuche, in denen 
auBerdem der Einflu8 der Extraktion mit Ather, der Extraktion 
mit siedendem Alkohol und der Effekt von Mischungen der beiden 
aus der Behandlung mit Alkohol resultierenden Anteile unter- 
sucht wurde. 


Der feine Brei der Pferdeniere (s. 0.) wurde mit der 3fachen Menge 
Kochsalzlésung ungefahr 40 Stunden unter hiufigem Umschiitteln im Eis- 
kasten stehengelassen, durch ein Tuch koliert, zentrifugiert und durch ein 
Faltenfilter filtriert. Mit diesem stark getriibten, aber nur wenig sedimen- 
tierenden Extrakt (E.) wurden nach verschiedenartigen Verarbeitungen 
die einzelnen Gruppen von Kaninchen injiziert. Die Priparate waren: 

1. Der unverainderte Extrakt (E.). 

2. E. wird mit der 5fachen Menge Alkohol versetzt, nach 2 Tagen 
(mehrmaliges Umschiitteln) durch ein gehirtetes Filter filtriert, das Filtrat 
bei Zimmertemperatur im Vakuum eingedampft. 

3. E. wird in mehreren Operationen im Lauf von 2 Tagen mit dem 
6fachen Volumen Ather im Scheidetrichter extrahiert, wobei die Tren- 
nung wegen der Bildung einer Emulsion einige Schwierigkeit bietet. Die 
Atherlésung wird eingedampft. 

4. Der in 2. gewonnene Niederschlag wird abgepreBt und in NaCl- 
Lésung suspendiert. 

5. Aus der in 3. erhaltenen wisserigen Fliissigkeit werden die Ather- 
reste durch Erwirmen vertrieben. 

Alle Praparate werden in so viel NaCl-Lésung aufgenommen, da 
das Volumen dem verwendeten Ausgangsmaterial E. gleich ist. 

Mit den so hergestellten Praparaten wurden Bindungsversuche in vitro 
gemacht. Die Alkohol- und Atherextrakte wurden zu diesem Zweck in 


1) Z. B. Arbeiten a. d. Inst. f. exp. Ther. in Frankfurt H.9, 8.44. 1919. 
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Alkohol aufgenommen und durch allmihlichen Zusatz der 6fachen Menge 
Kochsalzlésung fein emulgiert. 

Zu den einzelnen Proben kamen von den im Verialtnis zu den oben 
angefiihrten 6fach verdiinnten Fliissigkeiten 0,3, 0,1, 0,03, 0,01 ccm, deren 
Volumen auf 0,5 ccm erginzt wurde, dazu 0,5com der 2fach komplett 
lésenden Menge von heterogenetischem Lysin, nach 1 Stunde bei 37° noch 
0,5 ccm 4/,, Komplement und 0,05 com 50 proz. Schafblut. 


Ergebnis nach 30’ 37°. 





Zusatz 





Menge des Zusatzes 
Hamolyse 














. Nierenextrakt 
Wisseriger Alkohol- 
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Von den verschiedenen Fliissigkeiten wurden in wéchent- 
lichen Abstinden 2 ccm, dann 4, 4 und 5 ccm injiziert. Die folgende 
Tabelle gibt die Himolyse der 1 : 250 verdiinnten Seren von 
15 Kaninchen eine Woche nach der letzten Injektion wieder. 
Die Hamolysinbildung war nack den ersten Injektionen noch 
gering, wahrscheinlich weil durch die Papierfiltration ein groBer 
Teil der wirksamen Substanzen entfernt war. 
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Eines der Seren der ersten Gruppe léste auch noch bei | : 500 
komplett. 


Fiir den folgenden Versuch wurde Pferdenierenbrei wieder in der 
3fachen Menge 0,9;roz. Kochsalzlisung aufgeschwemmt und nach 20stiin- 
digem Stehen im Eiskasten (mehrmaliges Umschiitteln) 2mal durch eine 
einfache lockere Stofflage koliert. 

Die injizierten Priparate waren: 

1. Der unverinderte Extrakt oder Suspension (S.). 

2. 100 ccm von 8. blieben mit 600 com 95 proz. Alkohol unter mehr- 
maligem Umschiitteln 2 Tage bei Zimmertemperatur stehen, dann wurde 
durch ein gehartetes Filter filtriert, der Filterriickstand nochmals in 200 ccm 
Alkohol aufgeschwemmt. Nach weiterem I taigigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur wurde wieder filtriert und der Filterriickstand in 100 com Koch- 
salzlésung aufgeschwemmt. 

3. Zu einer wie Priparation 2 dargestellten Suspension wird der 
Riickstand der Alkoholextrakte, die bei der 2maligen Behandlung dieser 
Portion mit Alkohol gewonnen wurden, nach Emulsion in wenig Kochsalz- 
lésung zugesetzt, so daB das gesamte Volumen zum Schlu8 100 ccm betrug. 
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Die Eindampfung der Alkoholextrakte geschah sehr rasch 
in einem Luftstrom bei ca. 40°. 


4. 100 com von S. wurden mit 600 ccm Alkohol 3 Tage 
lang bei Zimmertemperatur digeriert und der Niederschlag 
nach dem Abfiltrieren mit 100 cem Alkohol 4/, Stunde lang 
im Wasserbad unter Riickflu8 ausgekocht, dann wieder 
abfiltriert und der Filterriickstand in 100 ccm Kochsalz- 
lésung aufgeschwemmt. 

5. Die urspriingliche Suspension 8S. wurde +/, Stunde 
im kochenden Wasserbad unter Riickflu8 erwirmt. 


Zum Versuch wurden 24 Kaninchen genom- 
men, die Injektionen von je 3ccm der Fliissigkeit 
erhielten. 

Die nebenstehende Tabelle enthalt die Resul- 
tate der Hiimolyseversuche nach der 1. und 2. In- 
jektion bei einer Verdiinnung der Seren von 1 : 250. 
Bei kompletter Himolyse ist die Zahl beigefiigt, 
die die héchste noch vollstandig lésende Verdiinnung 
anzeigt. 

Einige der Kaninchen, die mit dem mit Alkohol 
gekochten Material behandelt waren, wurden noch 
ein 3. und 4. Mal damit injiziert. Das Serum bewirkte 
auch dann in der Verdiinnung | : 250 keine oder nur 
eine sehr geringe als Sp. bezeichnete Himolyse. 

Aus den angefiihrten Versuchen ergeben sich 
die folgenden Feststellungen iiber das Verhalten des 
heterogenetischen Antigens. 

Die durch Extraktion mit Alkohol aus der Pferde- 
niere zu gewinnenden Substanzen sind in vitro unge- 
fahr ebenso wirksam wie die unverinderte Substanz; 
sie haben aber nicht mehr die Eigenschaft, eine deut- 
lich nachweisbare Bildung von Himolysin bei Tieren 
hervorzurufen, wenigstens dann nicht, wenn man nur 
so viel injiziert, als in gut wirksamen Mengen des 
unveranderten Materials enthalten ist. Diese Beobach- 
tung ist eine Bestitigung der zitierten Angaben von 
Sordelli und Fischer. Ob unter anderen Bedingun- 
gen, z. B. bei Anwendung gréBerer Mengen, doch eine 
Wirkung zu erzielen ist, bleibt noch festzustellen. 
(Man vgl. den ersten der mitgeteilten Versuche.) 
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Der nach Behandlung der Nierenemulsionen bzw. wisserigen 
Extrakte mit kaltem Alkohol entstehende Niederschlag ist in vitro 
beinahe unwirksam, wie das auch Sordelli und Fischer sowie 
Georgi gefunden haben. Nach der Injektion dieses Niederschlages 
entstehen wohl noch Himolysine, doch ist, was mir fiir das Ver- 
stiindnis wichtig erscheint, die Antigenwirkung in meinen Ver- 
suchen sehr betrachtlich schwicher als die des urspriinglichen 
Materials, wahrend Sordelli und Fischer eine solche Abschwi- 
chung nicht erwahnen '). 

Die Bedeutung dieses Umstandes wird dadurch hervor- 
gehoben, da nach kurzem Erwirmen mit Alkohol, wie die letzte 
Tabelle zeigt, die Antigenwirkung vollstandig oder bis auf geringe 
Spuren aufgehoben ist. In bemerkenswertem Gegensatz dazu ist 
die Antigenwirkung, wenn man in wasseriger Lésung kocht, gut 
erhalten, wie dies Doerr und Pick zuerst nachgewiesen haben. 
In meinen Versuchen war allerdings der Titer der mit erhitztem 
Material erzielten Seren deutlich geringer als nach Injektion der un- 
veranderten Nierensubstanz. Ferner ist zu erwihnen, daB auch die 
Behandlung mit Ather bei gewéhnlicher Temperatur die Antigen- 
wirkung deutlich abschwicht, anscheinend starker als Kochen in 
wisseriger Fliissigkeit. 

Ein Zusatz von Alkoholextrakt zum Alkoholniederschlag 
brachte keine deutliche Verainderung hervor, wihrend Sordelli 
und Fischer angeben, da8 solche Gemische unwirksam sind. 
Vielleicht ist dieser Gegensatz die Folge einer Verschiedenheit 
der angewendeten Mengen oder anderer differenter Versuchs- 
bedingungen. 

Die Gesamtheit der von den anderen Autoren und mir er- 
hobenen Befunde ist meiner Meinung nach am einfachsten zu 
erklaren, wenn man annimmt, daB das Antigen aus einem fiir die 
Immunisierung notwendigen EiweiBanteil und einem damit ver- 
bundenen, die spezifisch bindende Gruppe enthaltenden, wahr- 
scheinlich lipoiden (s. u.) Teil besteht, welch letzterer durch Alkohol 

1) In einem soeben erschienenen kurzen zusammenfassenden Bericht 
iiber ihre Arbeiten schreiben Sordelli und seine Mitarbeiter ohne An- 
fiihrung neuer Versuche ,,Un fait tres interessant, et qui mérite une étude 
approfondie, c’est que les organes extraits par l’alcool ont encore le pouvoir 
antigénique (quoique faible) et cependant ne fixent pas les anticorps hemo- 


lytiques (Compt. rend. de la soc. de biol. 84, 174 vom 22. Januar 1921, ent- 
haltend den Sitzungsbericht der Réunion biol. de Buenos- Aires 4. Nov. 1920). 
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und teilweise durch Ather abgetrennt wird. Diese Anschauung 
wird dadurch sehr nahe gelegt, daB ich in friiheren Arbeiten') 
iiber Immunseren gegen Azoproteine fand, daB diese Seren mit 
einfach gebauten Teilstiicken des Antigens reagieren oder auch 
mit anderen niedrig molekularen Substanzen, wenn diese eine 
ihnliche Gruppe enthalten wie die charakteristische des Antigens. 

Dieses Verhiltnis war bei den Azoimmunseren dadurch 
nachweisbar, daB hier zum ersten Male Antigene mit genau 
bekannter chemischer Konstitution der spezifisch bindenden 
Gruppen zur Verwendung kamen. Da es zweckmiafBig sein wird, 
fiir spezifisch bindende aber nicht immunisierende*) Stoffe eine 
Bezeichnung zu haben, will ich dafiir den Ausdruck Hapten 
benititzen und in Vorschlag bringen®). 


Diese Bezeichnung ist unabhingig davon, ob meine Annahme 
tiber die Natur des heterogenetischen Antigens zutrifft, doch fiir 
die durch Alkohol abtrennbaren, heterogenetisches Lysin binden- 
den, aber nicht immunisierenden Substanzen mit Nutzen verwend- 
bar, wahrend bisher dafiir der nicht gut passende Ausdruck 
Antigen beniitzt wurde. 


Der Fall des heterogenetischen Antigens ist tibrigens unter 
den natiirlich vorkommenden Antigenen nicht der erste oder 
einzige seiner Art. 

So erhielt Waelsch (Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenk. 71, 
503. 1913) durch Immunisierung mit einer Art von Subtilis- 
bakterien Immunseren, die mit einem Acetonextrakt der Bacillen 
Komplementbindung gaben, wahrend die Injektion der Aceton- 
extrakte selbst keine Antikérperbildung bewirkte. Dieser Fall 
zeigt demnach volle Analogie mit dem des heterogenetischen 
Antigens *). 


1) Diese Zeitschr. 93, 106; 104, 280. 

2) Oder im Vergleich zum Bindungsvermégen unverhiltnismabig 
schwach immunisierende Stoffe. 

8) Vgl. Spronck, Nederl. Tijdschr. van Geneesk. 1, 2132. 1921. 
Andere schon vorhandene Ausdriicke, z. B, freie Receptoren, sind nicht 
verwendbar, da sie fiir Substanzen mit Antigenwirkung angewendet 
werden. 

4) Die wirksame reine Substanz mu8 darum nicht acetonléslich sein, 
da Lipoide in Mischungen mit anderen Stoffen dieser Art bekanntlich oft 
eine verainderte Léislichkeit zeigen. 
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Nahe verwandt sind die friiheren Beobachtungen von K urt 
Meyer itiber Bandwurmantigene. Dieser Autor fand zunichst 
(Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 11, 211. 1911)'), daB Bandwurm- 
lipoide mit spezifischen Antiseren Komplementbindung bewirken, 
aber keine Antikérperbildung hervorrufen. Anderseits war nach 
Atherextraktion wasseriger Bandwurmextrakte nicht nur das 
Komplementbindungsvermégen fast aufgehoben, sondern auch 
die Antigenwirkung bedeutend geschwicht. Danach fiihrte auch 
Meyer die Antigenwirkung auf ein Zusammenwirken von Li- 
poiden mit wahrscheinlich eiweiBartigen K6érpern zuriick, eine 
Ansicht, die er aber spiter nicht aufrechthielt. Nach diesen 
Ergebnissen bestiinde auch hier eine vollstandige Analogie zu dem 
Verhalten des heterogenetischen Antigens in den Versuchen von 
Sordelliund Fischer und von mir. Spater fand K. Me yer*) aber 
eine, wenn auch geringe Antikérperbildung mit Tuberkelbacillen- 
lipoiden und auch mit Lipoiden von Bandwiirmern. Das cephalin- 
ahnliche Lipoid hatte gute Antigenwirkung; bei der lecithin- 
artigen Fraktion war die Antikérperbildung trotz starken Bin- 
dungsvermégens in vitro schwach und inkonstant. Diese Unver- 
haltnismaBigkeit der Antigenwirkung bei den lecithinahnlichen 
Kérpern stellt also doch wieder eine gewisse Ubereinstimmung 
zu dem heterogenetischen Antigen her, um so mehr, als es noch 
moglich ist, daB unter gewissen Bedingungen z. B. bei Anwendung 
groBerer Substanzmengen auch in diesem Falle noch Antigen- 
wirkung zu erzielen sein kénnte (vgl. die oben mitgeteilte erste 
Versuchsreihe). 

Eine Aufklarung dieser noch nicht durchsichtigen Verhilt- 
nisse wire gegeben, wenn man annehmen diirfte, daB Lipoide 
unter Umstinden im injizierten Tiere Verbindungen mit Proteinen 
eingehen und dadurch zu Antigenen wiirden. 

Zu erwahnen ist noch, daB K. Meyer auch eine spezifische 
Ausflockung von Bandwurmlipoiden mit Immunserum erhielt, 
ebenso wie Sordelli und Pico und Sachs und Guth mit dem 
alkoholléslichen Hapten der Meerschweinchen und Pferdeniere und 
anderen Organen. 

Eine andere hierher gehérende Beobachtung liegt méglicher- 





1) 8. Zeitschr. f. Immunitiitsforsch. 3, 732. 1910; 9, 530. 1911. 
*) Zeitechr. f. Immunititsforsch. 20, 367. 1913; 15, 245. 1912. 
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weise, wie schon K. Meyer’) anfiihrt, in den Mitteilungen von 
Kleinschmidt?) (s. Much) iiber Reaktionen des Serums von 
Leprésen mit gewissen Lipoiden vor. 


Da auch der Wassermannschen Reaktion nach den Arbeiten von mir 
und meinen Mitarbeitern*) und anderen Autoren‘) in einer Einwirkung 
auf Lipoide besteht, so kann die Frage aufgeworfen werden, ob auch hier 
ein ahnlicher Mechanismus wie bei den heterogenetischen Antikérpern 
anzunehmen ist. Dies kame besonders in Betracht, wenn man die zuerst 
vonW eil®) gemachte Annahme zugrunde legt, daB die wirksamen Substanzen 
des Syphilisserums echte Antikérper seien, die durch die Antigenwirkung 
von durch den pathologischen Proze$ entstandenen Zerfallsprodukten 
der Organe entstehen. 

Zu einer rationellen Beantwortung der Frage sind offenbar neue 
Untersuchungen nétig. 

Kurt Meyer deutet in seiner letzten Arbeit®) die von ihm gefundenen 
Tatsachen dahin, da® er in den Lipoiden selbst Antigene sieht, die zum Teil 
nur einen sehr schwachen Sekretionsreiz — Ictus immunisatorius — im 
Sinne Ehrlichs ausiiben. In ahnlicher Weise fassen auch Sordelli und 
Fischer’) das Fehlen einer immunisierenden Wirkung der Alkoholextrakte 
auf. 

Die von mir versuchte Deutung des heterogenetischen Antigens als 
Lipoideiwei8verbindung scheint mir, wie bemerkt, den Tatsachen ixa all- 
gemeinen gut zu entsprechen. Die Vorstellung von dem Bindungs- und 
Immunisierungsvermégen derartiger Lipoproteinsubstanzen wurde iibrigens 
schon friiher durch mich und andere Autoren diskutiert®). 

Eine gewisse Schwierigkeit scheint darin zu bestehen, daB die mit 
kaltem Alkohol extrahierte Organsubstanz noch deutlich, wenn auch 
schwach, immunisiert, aber fast nicht mehr bindet, Sordeili und Fischer 
nehmen an, daB es sich vielleicht um Reste unverinderten Antigens handelt. 
Ich méchte hinzufiigen, daB man noch daran denken kann, da8 durch 
Extraktion eines Teiles der Lipoide die Eigenschaften des ganzen Komplexes 


1) Ll. c. Zeitschr. f. Immunitiatsforsch. 11, 211. 

2) Berl. klin. Wochenschr. 1910, S. 57. 

8) Landsteiner, Miller und Poetzl, Wien. klin. Wochenschr. 
1907, Nr. 51. , 

4) Porges und Meyer, Berl. klin. Wochenschr. 1907, Nr. 51; Leva- 
diti und Yamanouchi, Soc. Biol. 1907, Nr. 38. 

5) Weil und Braun, Wien. klin. Wochenschr. 1907, Nr. 18; 1908; 
1909. — Berl. klin. Wochenschr. 1907, Nr. 49, 52. Vgl. z. B. Breinl, 
Zeitschr. f. Immunititsforsch. 29, 463. 1920. 

6) }, c. Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 26, 367; cf. 11, 214. 

7) 1. oc, 8. 266. 

8) Landsteiner und v. Eisler, Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenk. 
39, 317. 1905; Pick und Schwartz, diese Zeitschr. 15, 453. 1909; Bordet, 
Traité de limmunité. Masson, Paris 1920, S. 486. 
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in bestimmter Weise verindert sein kénnten. Einer weiteren Aufklarung 
bedarf auch noch der Widerspruch, der darin zu bestehen scheint, daB nach 
Friedberger und Suto?) die alkohollésliche (nicht durch Phosphor- 
wolframsaure fallbare) Fraktion des Pferdeharnes heterogenetische Anti- 
kérper erzeugt. 

Die chemische Beschaffenheit des bindenden Kérpers untersuchten 
Wernicke und Sordelli*) und fanden, daB er eine in warmem Athyl- 
und Methylalkohol, ferner in Benzol, Toluol, Xylol leicht lésliche, in Ather 
unldsliche Substanz ist, die Stickstoff und Phosphor enthalt. Meine eigenen 
Beobachtungen decken sich zum Teil nicht ganz mit diesen Angaben. 
So erhielt ich bei einem in bestimmter Weise hergestellten Priparat durch 
Kochen mit Benzol und Filtrieren eine nur schwach opalescierende, schein- 
bare Lésung, die aber bei starkem Zentrifugieren auffallenderweise ein 
gallertartiges, gequollenes Sediment lieferte, das starkes Bindungsvermégen 
besa. Es wire wohl méglich, daB solche Differenzen durch einen ver- 
schiedenen Grad der Reinheit der Praparate bedingt sein kénnten und meine 
Versuche miiBten in dieser Beziehung vervollstandigt werden. 


Nachtrag. 


Die in der vorliegenden Mitteilung wiedergegebene Auf- 
fassung erhalt dadurch eine starke Stiitze, daB ich in neuen Ver- 
suchen eine Bildung von Hamolysin fiir Schafblut bei Kaninchen 
erhielt, denen ich eine (erwirmte oder nicht erwirmte) Mischung 
zweier unwirksamer (s. 0.) Komponenten, namlich von verdiinn- 
tem Schweineserum und alkoholischem Pferdenierenextrakt inji- 
zierte. Uber diese Versuche wird noch eingehender zu berich- 
ten sein. 


1) 1. c. Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 28, 217. 

*) Inst. bacteriol. Buenos Aires 2, Nr. 3, S. 281. 1919. In dem schon 
erwihnten neuen kurzen Bericht (Soc. Biol. 1921, Nr. 3) bezeichnen die 
Autoren die isolierte Substanz als ein Cerebrosid. 





Weitere Ausarbeitung der Indikatorenmethode ohne 
Puffer. 
Von 
L. Michaelis und R. Kriiger *). 
(Eingegangen am 20, April 1921.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


I. Normierung der elektrometrischen py-Messung. 


Der Zweck dieser Untersuchungen ist es, die vor kurzem be- 
schriebene Methode zur Messung von p, durch Indikatoren ohne 
Puffer?) zu vervollkommnen. Da zur Eichung dieser Methode 
andauernd elektrometrische py-Bestimmungen erforderlich sind, 
wollen wir damit beginnen, einige Erérterungen tiber die Normie- 


rung der elektrometrischen py-Messung mitzuteilen, welche sich 
auf Grund neuerer Kenntnisse als notwendig erwieser haben. 
Die elektrometrische Messung beruht bekanntlich auf der Messung 
der EMK. von Konzentrationsketten mit Wasserstoffelektroden 


derart, daB das py, der einen Lésung als bekannt vorausgesetzt 
wird. Hierbei ist es gleichgiiltig, ob man wirklich eine solche 
Konzentrationskette herstellt oder statt dessen eine Wasserstoff- 
elektrode gegen eine Kalomelelektrode ableitet. Denn auch die 
Eichung der Kalomelelektrode beruht auf der Vergleichung mit 
einer Wasserstoffelektrode, fiir welche das py der Lésung als 
bekannt vorausgesetzt wird. Bis vor kurzem schien es nun keine 
Schwierigkeit zu bereiten, eine Lésung mit bekanntem py als 
Ausgangslésung herzustellen. Man wihlte dazu z. B. HCl-Lésungen 
bekannter Konzentration, meist zur Verminderung der Diffusions- 
potentiale versetzt mit einem Uberschu8 von KCl. Die [H’] einer 
solchen Léisung wurde auf folgende Weise berechnet: Man nahm 
die Arrhenius sche Regel als giiltig an, daB in einer Mischung 


1) Fir Kapitel II, IV, VI, VII. 
*) L. Michaelis u. A. Gyemant, Diese Zeitschr. 109, 165. 1920. 


20* 
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von HCl + KCl der Dissoziationsgrad der HCl der gleiche sei wie 
in einer reinen HCl-Lésung von gleichem Cl-Gehalt wie die Mi- 
schung. Den Dissoziationsgrad einer solchen HCl-Lésung berech- 
nete man aber aus dem Verhiltnis des molekularen Leitvermégens 
der HCl in dieser Lésung im Vergleich zur molekularen Leit- 
fahigkeit von HCl in einer unendlich verdiinnten HCl-Lésung. 
An der Richtigkeit dieser Rechnung sind durch die Untersuchungen 
von Bjerrum), Milner?), Ghosh), Noyes‘) u.a. berechtigte 
Zweifel entstanden. Wir haben durch diese Untersuchungen zweier- 
lei gelernt: 1. Es ist nicht richtig, daB man aus den Leitfahigkeits- 
daten den wahren Dissoziationsgrad erfihrt; 2. es trifft nicht zu, 
daB8 wir mit den Konzentrationsketten die wahre Konzentration 
der H’-Ionen messen, sondern wir messen eine GréBe, welche 
Bjerrum im Anschlu8 an gewisse Begriffsbestimmungen von 
Lewis die H-Ionenaktivitét nennt, und welche nur in duBerst 
verdiinnten Lésungen der wahren Konzentration der H’-Ionen 
gleich ist. Die nach Bjerrum definierte , aktive Masse“ der Ionen 
und nicht die wahre Masse ist es aber auch, welche wir bei allen 
Reaktionen der H’-Ionen in das Massenwirkungsgesetz einsetzen 
miissen, und sie ist es auch, die wir bei allen biologisch wichtigen Wir- 
kungen der H’-Ionen erfahren wollen. Die Urlésung, die wir fiir die 
Konzentrationsketten nétig haben, muB also so beschaffen sein, 
daB wir ihre H’-Aktivitait genau kennen. Nun sind die Forschungen 
iiber den wirklichen Betrag dieser GréBe noch in vollem Flu8 
und es wire verfriht, sich auf ganz bestimmte Zahlen festzulegen. 
Es bleibt uns somit vorliufig nur iibrig, die H’-Aktivitat der 
Urlésung nach der alten Methode zu berechnen und uns bewuBt 
zu bleiben, daB alle unsere elektrometrischen py-Messungen einen 
kleinen Fehler enthalten. Um nun zu bewirken, daB dieser Fehler 
eine konstante GréBe sei, so daB alle Messungen von py, stets 
mit dem gleichen additiven Fehler behaftet sind und somit ihre 
praktische Verwertbarkeit in vollem Umfange behalten, ist es 
notwendig, von einer einzigen geeigneten Urlésung auszugehen, 
ihr py, vorliufig auf alte Weise zu berechnen und alle Messungen 


1) N. Bjerrum, Zeitschr. f. Elektrochem. 24, 321. 1918. 
*) Milner, Philos, Magaz. 23, II, 551, 1912 und 25, II, 742. 1913. 
8) J. Chandra Ghosh, Journ. of the chem. soc., 113, 449, 707, 
790. 1918. 
_ *) Noyes und Mac Innes, Journ. Americ. Chem. Soc. 42, 239, 1920 
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auf diese zu beziehen. Wenn dann in Zukunft die H’-Aktivitat 
dieser Urlésung definitiv festgelegt sein wird, sind alle unsere 
Py-Messungen durch Addition einer ganz bestimmten Zahl (wahr- 
scheinlich héchstens +0,05) korrigierbar. Vorliufig kénnen wir 
aber die Zahlen ohne diese Korrektur ohne Stérung benutzen. 

Diese Urlésung ist am besten eine Mischung von wenig HCl 
mit einem Uberschu8 von KCI, welche derart gewahlt wird, daB 
ihr Diffusionspotential gegen eine gesittigte KCl-Lésung ver- 
schwindend klein wird. Die Lésung mu8 also sehr wenig HCl 
enthalten, aber immerhin soviel, daB ihr p, durch unvermeidliche 
Verunreinigungen durch Kohlensiure oder durch Alkali aus dem 
Glas nicht merklich gestért wird. Als eine derartige Urlésung schlage 
ich vor: 0,1n-HCl 5cem; n-KCl 19,5 ccm; Wasser auf 200 ccm, 
d. h. eine Lésung von 0,0025n-HCl und einem gesamten Chlor- 
gehalt von 0,1n. Diese Lésung hat, wie ich mich tiberzeugt habe 
kein me8bares Diffusionspotential gegen eine gesittigte KCI- 
Lésung; denn die Ableitung mit 3,5n und mit 1,7n-KCl-Lésung 
ergab keinen Unterschied im Potential (Bjerrumsches Kriterium). 
Andererseits ist der HCl-Gehalt grof8 genug, um durch die unver- 
meidlichen Verunreinigungen eines sonst guten Wassers nicht beein- 
fluBt zu werden. In dieser Lésung ist p,, nach der Arrhenius- 
schen Regel und unter Zugrundelegung der Kohlrausch schen 
Leitfahigkeitsmessungen genau in dem Sinne wie es Sérensen’) 
gemacht hat, = 2,640. Nach Bjerrum?) berechnet wire py = 
2,695; jedoch werden wir bis zur vélligen Sicherung dieser Zahl 
den Wert 2,640 anwenden. 

Da nun diese Urlésung nicht unbegrenzt haltbar ist, benutzten 
wir aus Bequemlichkeitsgriinden bei der taglichen Arbeit nicht 
diese Lésung, sondern die ,,Standardacetatlésung‘‘, nachdem wir 
ihr pg an jener Urlésung geeicht hatten. Diese zu ganz ver- 
schiedenen Zeiten wiederholten Eichungen ergaben folgendes: 

Temperatur Py des Standardacetat 
20,0° 4,614 
19,5° 4,618 
20,0° 4,617 | im Mittel p, = 4,616 
20,0° 4,615 
16,5° 4,618 


1) Sérensen, Diese Zeitschr. 21, 131. 1909. 
*) Nach brieflicher freundlicher Auskunft durch Bjerrum. 
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Diese Zahl kann unbedenklich fiir ein Temperaturintervall von 
mindestens 15—25° verwendet werden, da p, in einem Acetat- 
puffer von der Temperatur auBerst wenig abhingig ist. 

In Wirklichkeit* benutzten wir als Ableitungselektrode die 
gesittigte Kalomelelektrode, und zwar in der Weise, daB an 
jedem Tage ihr Potentialunterschied gegen Standardacetat be- 
stimmt wurde, in demselben Elektrodengefi8 unter genau den- 
selben Bedingungen, unter denen die p,-Bestimmungen in 
den weiterhin zu untersuchenden Lésungen vorgenommen 
wurden. Wir benutzten immer die gleiche Kalomelelektrode. 
Ihr Potentialunterschied gegen Standardacetat schwankte in 
mehreren Monaten zwischen 514,0 und 515,0 Millivolt'), er 
wurde an jedem Versuchstage von neuem festgestellt. 


II. Die Eichung des m-Nitrophenols fiir Zimmertemperatur. 


Die in der friiheren Arbeit ausgefiihrte Eichung des m-Nitro- 
phenol erschien uns noch nicht geniigend. Da wir zu diesem 
Indikator erst ganz zuletzt gelangten, wurde seine Untersuchung 
nicht mit derselben Griindlichkeit durchgefiihrt wie bei den 
anderen Indikatoren. Da nun dieser Indikator dasjenige py-Be- 
reich umspannt, welches fiir physiologische Lésungen, Meerwasser 
u.dgl. das wichtigste ist und daher bisher durch keinen anderen In- 
dikator ersetzt werden kann’), hielten wir seine nochmalige Eichung 
fiir notwendig. Diese wurde folgendermaBen ausgefiihrt : Phosphat- 
puffer wurden teils mit CO,-freiem Wasser, teils mit NaCl-Lésungen 
verdiinnt und einerseits elektrometrisch py, andererseits auf die 
in der vorigen Arbeit beschriebenen Weise der Farbgrad bestimmt. 
Je 25 ccm der Lésung wurden mit 0,5—1,0 ccm 0,3 proz. Lésung 
von m-Nitrophenol versetzt und eine andere Probe ohne Zusatz 


1) Der absolute Betrag dieser Kalomelelektrode ist also um etwa 
2 Millivolt verschieden von der im Jahre 1914 benutzten; verschiedene in 
den letzten Jahren hergestellte Elektroden standen dem neuen Wert meist 
naber als dem alten. Das wichtigste ist, daB eine gut abgelagerte Kalomel- 
elektrode konstant ist; der absolute Betrag ist ja bei dieser Arbeitsweise 
belanglos. Es ist méglich, daB diese Unterschiede durch den Reinheitagrad 
des KC! bedingt werden ; Spuren von Verunreinigungen mit anderen Chloriden 
miissen auf den Cl-Gehalt der ,,gesittigten“ Lésung von Einflu8 sein. 

*) Die Farbwerke Leopold Cassella &Co. in Frankfurt a. M. haben 
sich in dankenswerter Weise bereit erklirt, m- Nitrophenol von jetzt 
ab zu fabrizieren. 








Tabelle IL. 
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des Indikators elektrometrisch gemessen. Ist F der Farbgrad, 
p, der Indikatorexponent (negativer Logarithmus der Disso- 
ziationskonstante des Indikators), so ist: 


1--F 
oder Pr = Pu + log “3 


ma a. = 

Die Untersuchungen ergaben folgendes (s. Tabelle I): 

Wie wir friiher auseinandersetzten, ist zu erwarten, daB das 
scheinbare p, der Lésung je nach dem Salzgehalt derselben etwas 
verschieden ausfaillt. Betrachten wir unsere Tabelle daraufhin, 
so bemerken wif folgendes: Das 7, in einer praktisch salzfreien 
Lésung ist in der Tat etwas gréBer als in den salzhaltigen; aber 
von einem Salzgehalt von 0,1n an ist die maximale Anderung, 
welche das Salz hervorruft, schon fast erreicht und fndert sich 
bis in die héchsten untersuchten Konzentrationen (1 n) nur wenig 
weiter. Der gréBte Einflu8 bei Anderung der Salzkonzentration 
besteht in ganz niederen Salzkonzentrationen. Wir schlagen auf 
Grund dieser Zahlen folgende Tabelle vor: 


Tabelle II. 
Reduziertes p,’ fiir m-Nitrophenol bei verschiedenen NaCl-Gehalt. 


Reduziertes Es ist also die Verkleinerung 
n-Salzgehalt p,’ fiir 17° von p, durch das Salz: 
0—0,01 8,33 0 
0,05 (interpoliert) 8,28 0,05 
0,10 8,23 0,10 
0,15 (phys. NaCl-Lésung) 8,22 0,11 
0,20 8,18 0,15 
0,30—0,60 *) 8,17 0,16 
bis 1,0 8,15 0,18 


III. Der Temperatureinflu8 bei m-Nitrophenol. 


Was nun den Temperaturkoeffizienten von p, betrifft, 
so gilt nach den Erérterungen der friiheren Arbeit die folgende 
Beziehung : 


dlog Ss 
ms ao en, OE Se 


dpe 


dt dt ai a: a 


1) Dieser Salzgehalt umfaBt alle Meerwisser, so daB man fiir jedes 
beliebige Meerwasser die gleiche Konstante benutzen kann. 
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Das erste dieser beiden Glieder wird colorimetrisch nach der 
friiher beschriebenen Methode ermittelt. Wiederholungen dieser 
Bestimmungen ergaben folgendes: In 2 Versuchsserien wurde 

d¢ 
gefunden a 
noch die Versuchsserie aus der friiheren Arbeit hinzu (—0,0076), 
so ergibt sich als Mittelwert —0,00728. Dieser Wert erscheint 
somit geniigend gesichert. Nicht so sicher dagegen ist der Wert 
des zweiten Summanden, und es ist sehr angenehm, daB er nur ein 
unbedeutendes Korrekturglied darstellt. Dieses ist die Anderung 
von py, in einem gegebenen Phosphatpuffer pro Grad Temperatur- 
iinderung. Er wurde in der friiheren Arbeit aus calorimetrischen 
Daten = 0,00395 berechnet. Experimentell mit Hilfe von py-Mes- 
sungen fanden Michaelis und Garmendia’) nur 0,002, und eine 
Wiederholung dieser Bestimmung ergab in diesem Jahre fast iiber- 
einstimmend wiederum dasselbe. Inzwischen hat auch W album?) 
Py von Phosphatpuffern bei verschiedenen Temperaturen bestimmt 
und iiberhaupt keine meBbare Anderung zwischen 18° und 70° ge- 
funden. Wir glauben daher gut zu tun, vorliufig den Mittelwert 
zwischen dem Wert von Walbum (= 0) und unserer eigenen 
(0,002) also 0,001 wihlen zu diirfen. Bei der Kleinheit dieses 
Korrekturgliedes werden wir hiermit keinen belai.zreichen Fehler 


machen. Hieraus wiirde sich ergeben ms = — 0,0083, und in der 
tT 


folgenden Tabelle sind die daraus berechneten Temperaturkorrek- 
turen zusammengestellt, die an den Werten der Tabelle II an- 
gebracht werden miissen. 


im Mittel = —0,0653 bzw. —0,0077. Nehmen wir 


Tabelle III. 


Temperaturkorrektur fiir m-Nitrophenol. 


Der Wert von p, wird zupachst fiir 17° aus Tabelle IT abgelesen. Betragt 
die Versuchstemperatur ¢ Grad, so ist zum SchluB folgende GréBe # zu 
addieren: 

t 6 
5° +0,10 
10° +-0,06 
15° +0,02 

17,5° +0 


1) Diese Zeitschr. 67, 431. 1914. 
2) Walbum, Diese Zeitschr. 107, 219. 1920. 
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t 0 
20° —0,02 
25° 0,06 
30° —0,11 
35° —0,15 
40° —0,18 
45° —0,22 
50° —0,26 


Eine ganz exakte py-Bestimmung vermittels m-Nitrophenol 
geschieht also nach der Formel 
pup — pte. 
p, wird je nach dem Salzgehalt der Lésung aus Tabelle II ent- 


nommen; ¢ = log = * , wo F der Farbgrad ist, p ist graphisch 


aus der friiheren Kurve') zu entnehmen, und @ ist die Temperatur- 
korrektur aus Tabelle III. 

SchlieBlich mu8 noch eine Eigentiimlichkeit der m-Nitro- 
phenol besprochen werden. Der Ubergang der farblosen in die 
gefarbte Modifikation beruht wie bei allen Indikatoren nach der 
anerkannten und nicht mehr als Gegensatz zur Ost waldschen 
empfundenen Theorie von Hantzsch auf einer tautomeren 
Umlagerung der Pseudosiaure in die echte Siure. Diese Umlagerung 
geschieht bei den meisten Indikatoren mit unmeBbarer Geschwin- 
digkeit, bei anderen Farbstoffen wie Saurefuchsin, Wasserblau 
u. a, sehr langsam. Bei m-Nitrophenol erfolgt sie fiir gewéhnlich 
unmeBbar schnell, nur in duBerst elektrolytarmer Lésung wie 
FluBwasser vergehen etwa 3 Minuten bis zur Einstellung der 
definitiven Farbtiefe, die Farbe ist im ersten Augenblick heller 
als im definitiven Zustand. Man soll also bei der Messung von 
Flu8- und Wasserleitungswasser die Farbvergleichung nicht 
friiher als 4 Minuten nach Zusatz des Indikators ausfiihren. 


IV. Erweiterung der Indikatorenreihe. 

Zwischen dem fiir p-Nitrophenol und «-Dinitrophenol giinstig- 
sten p,-Bereich findet sich noch eine Liicke, die nicht einwandfrei 
iiberbriickt ist; nur zur Not kann, wie wir in der friiheren Mit- 
teilung erwahnten, noch p-Nitrophenol bei ganz farblosen Flissig- 
keiten in diesem Bereich verwendet werden. Wir bemihten uns 


1) Michaelis u. Gyemant, Diese Zeitechr. 109, S. 204 und 205. 
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deshalb, geeignete einfarbige Indikatoren fiir dieses Gebiet zu 
finden. Auf Grund der -vorliegenden Bestimmungen von Disso- 
ziationskonstanten!) vermuteten wir, da8 unter den bisher noch 
nicht von uns untersuchten Isomeren der Dinitrophenole sich 
geeignete Korper finden wiirden. AuBer den von uns schon 
benutzten Isomeren wurden von Holleman und Wilhelmy?) 
(C. 1, 509. 1903) noch dargestellt: 


Dissoziationskonstante 

bei 25° nach Bader’) 
y-Dinitrophenol = 1 Oxy, 2,5-Dinitrobenzol 7." 
4-Dinitrophenol = 1 Oxy 3,4-Dinitrobenzol 3,7-10-* 
¢-Dinitrophenol = 1 Oxy, 2,3-Dinitrobenzol 1,2- 10-5 


Wir sind Herrn Dr. L. Benda zu gréBtem Dank verpflichtet, 
daB er auf unsere Anregung diese zum Teil sehr miihsam herstell- 
baren Kérper in der Fabrik von Leop. Cassella & Co. in Frank- 
furt a. M. dargestellt und uns zur Verfiigung gestellt hat. Die 
Bestimmung der Indikatorkonstanten ergaben folgendes Resultat. 

Die Ausgangslésung war ,,Standardacetat‘ (100 ccm n-NaOH, 
200 ccm n-Essigsaéure, 700 ccm dest. Wasser). Diese Lésung wurde 
in den Versuchen 5fach verdiinnt, teils mit Wasser, teils mit 
NaCl-Lésungen. Versuchstemperatur 17° (-+- 0,5°). 


Definitiver p,elektro- Redu- ,.. 
NaCl-Gehalt # bs metrisch  ziertes p, ne 

y-Dinitrophenol 0 0,250 0,477 4,665 5,142 

0 0,245 0,489 4,665 5,154 5,16 

0 0,225 0,513 4,665 5,178 

0,15n 0,230 0,525 4,557 5,082 

0,15 n 0,230 0,525 4,557 5,082 5,08 

0,15n 0,235 0,513 4,557 5,070 

0,5n . 0,230 0,525 4,484 5,009 

0,5 n 0,220 0,555 4,484 5,034 5,01 

0,5 n 0,225 0,507 4,484 4,991 


6-Dinitrophenol 0 0,170 0,689 4,665 5,354 
0,15 n 0,154 0,740 4,557 5,297 
0,5 n 0,146 0,767 4,484 5,251 


e-Dinitrophenol 0 0,385 0,203 4,665 4,868 
0,15n 0,385 0,203 4,557 4,760 
0,5 n 0,370 0,231 4,484 4,715 


1) Bader, Zeitschr. f. physikal, Chemie 6, 289. 1890. 
*) A. F. Holleman und O. Wilhelmy, Recueil de travaux chim. 
des Pays-Bas 21, 432, 1903; zit. nach Chem. Centralblatt 1, 509. 1903. 
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Zur Ausfillung unserer Indikatorenliicke ist somit e-Dinitro- 
phenol der ungeeignetste, es unterscheidet sich von «-Dinitro- 
phenol am wenigsten. Der geeignetste wire 6-Dinitrophenol. 
Da aber seine Darstellung ganz besonders schwierig ist und 
y-Dinitrophenol auch noch sehr gut brauchbar ist, schlagen wir 
das letztere zum praktischen Gebrauch vor. Deshalb bestimmten 
wir fiir das y-Priparat auch den Temperaturkoeffizienten. Die 
Methode war die gleiche wie die friiher fiir das «-Dinitrophenol 
beschriebene. Der Versuch ergab fiir eine mit Wasser 5fach 
verdiinnte Standardacetatlésung, fiir die wir py als unabhingig 
von der Temperatur betrachten diirfen, folgendes: 


—F 
Temperatur F log = 


12,5° 0,215 0,562 

17,0° 0,240 0,501 

38,0° 0,285 0,400 

46,0° 0,290 0,389 
Hieraus ergibt sich durch graphische Mittelung fiir a = dP 
= 0,0049. n ira 


Hieraus ergibt sich fiir y-Dinitrophenol folgende Tabelle: 


Tabelle IV. : 


p, des ‘y-Dinitrophenol einschlieBlich Salz- und Temperatur- 
korrektur. 
py fiir 17° bei 
Salzgehalt = 0 0,15 n 
p, = 5,15 5,08 


Temperaturkorrektur fiir 

5° +0,06 
10° +0,03 
15° +0,01 
17° +0 
20° —0,01 
25° —0,04 
30° —0,06 
40° —0,11 
50° —0,16 


Fiir weitere Indikatoren liegt vorderhand kein Bediirfnis 
-vor. Das y-Dinitrophenol fiillt aber besonders fiir den Bakterio- 
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logen und Garungschemiker eine empfindliche Liicke aus, weil 
es dasjenige py-Bereich umspannt, welches den durch Bakterien 
oder Hefen gesaiuerten zuckerhaltigen Nahrbéden entspricht. 


V. Der ,,Siurefehler“ der Indikatoren; Anwendung auf Flu8- und 
Meerwasser, 


Die Indikatoren sind Saiuren oder Basen, und, selbst in Form 
ihrer Alkalisalze bzw. Chloride verwendet, keine Neutralsalze. 
Deshalb miissen sie die h der Lésung, welche man mit ihnen messen 
will, verindern. In den meisten Fallen wird diese Anderung 
unmeBbar klein, nimlich um so kleiner, je besser die zu unter- 
suchende Lésung gepuffert ist, und je weniger Indikator man 
braucht. Die meisten Indikatoren farben so stark, daB die an- 
gewendeten Mengen keine meSbare Anderungen der h hervor- 
bringen. Trotzdem ist es von Wichtigkeit, diesem Problem nach- 
zugehen. Das m-Nitrophenol hat namlich ein verhaltnismabig 
schwaches Fiarbevermégen, und wenn man sehr schlecht gepufferte 
Lésungen wie FluB- und Meerwasser mit ihm tntersucht, so ist 
es von Wichtigkeit, sich von der GréBe der verursachten Fehler 
eine Vorstellung zu machen, Das Problem kann allgemein fol- 
gendermaBen formuliert werden. Gegeben sei eine Pufferlésung, 
bestehend aus einer schwachen Siaure und ihrem Salz (also CO, + 
Bicarbonat); nunmehr werde eine zweite schwache Siaure, der 
Indikator, hinzugefiigt. Es scheint mir fiir die Entwicklung des 
Problems am vorteilhaftesten, den Puffer sich zusammengesetzt 
zu denken aus der Gesamtmenge A, der schwachen Siure (CO,) 
und der dem Bicarbonat aquivalenten Menge Natronlauge L. 
Dann ist die freie CO, = A, — L, das Bicarbonat = L, und es ist 


(1) 


wo L stets < A sein muB, und wo k die Dissoziationskonstante 
der CO, ist. Nunmehr werde eine zweite Siure, der Indikator, 
in der Konzentration A, hinzugefiigt; die Dissoziationskonstante 
dieser Saure sei = k,. 

Dann wird das Gleichgewicht verschoben. Die gesamte 
Lauge, L, verteilt sich zwischen die beiden Siuren; die beiden 
Anteile der Lauge seien L, und L,; unter [Z,] kénnen wir die 
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Konzentration der Anionen der ersten Saure, unter [Z,] die der 
zweiten verstehen. 
Dann bestehen folgende Beziehungen: 


(H}-(2,) _ 

[A, — Ly] 

(H'}-[Z.] _ 

[A, ek: Ly] y 
L+h=L. 

Wir haben 3 Gleichungen fiir die 3 Unbekannten H, L,, L,. 
Lésen wir sie nach [H.] auf, so erhalten wir zunachst eine quadra- 
tische Gleichung, von der nur die eine Wurzel physikalische Be- 
deutung hat: 


k,, 


k , 


[H]=M+)/M?+N (2) 
_ hy(4— D+ byl, — D- 

2L 

htt —D 
L ‘ 

Mit Hilfe dieser Gleichung sind wir imstande, den Einflu8 
des Indikators auf die h zu berechnen!). Fiihren wir die Rechnung 
an einem konkreten Fall durch, und zwar auf den Fall, wo die 
Bedingungen dafiir am meisten gegeben zu sein scheinen, daB 
der Indikator diejenige h, die er messen soll, verschiebt. Die zu 
messende Lésung sei Wasserleitungswasser, also eine sehr schlecht 
gepufferte Lésung, und der Indikator m-Nitrophenol, also ein wenig 
farbkraftiger Indikator, von dem man ziemlich viel braucht. 

Wir kénnen angenihert das Leitungswasser betrachten als 
eine Lésung mit 0,0036 mol. Bicarbonat und 0,0003 mol. freie 
CO,. Dann ist also A, = 0,0039, L = 0,0036, k, = 3,10~*. 





M 


und N=k:k: 





1) Die Gleichung kann auf jedes kombinierte Puffersystem angewendet 
werden, z. B. fiir das biologisch héchst wichtige, von Windisch und 
Dietrich studierte System Phosphat + Carbonat. Mischt man z. B. 
CO, und Na,HPO,, so ist A, die molare Konzentration der gesamten 
Kohlensaure; A, ist die Konzentration der insgesamt vorhandenen zweiten 
Saure, als welche man sich die dem Na,HPO, entsprechende Menge 
NaH,PO, vorzustelien hat; L ist die Halfte des in dem Na,HPO, vor- 
handenen Na. Fiir &, und k, hat man die auf den betreffenden Gesamt- 
Na-Gehalt ,,reduzierten“ Dissoziationskonstanten der Kohlensiure und 
der Phosphorsiiure (der zweiten Stufe) einzusetzen. 
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In dieser Lésung ist 


h=2,5-10-° 
Pr = 7,60. 


Nun setzen wir m-Nitrophenol hinzu. Eine schon mehr als 
reichliche Menge ist 0,5 ccm einer 0,3 proz. Lésung auf ein etwas 
breites Reagensglas mit 25ccm Wasser; die Lésung ist also 0,00085 
molar an Farbstoff und es ist A, = 0,00085; k, = 4,9-10~°. 
Hieraus ergibt sich fiir das Gemisch: 


M = 1,063 - 10°“ 
N = 4,70-10°"° 
h = 3,48-10°° 
Pp, = 7,46 

p, Ohne Indikator = 7,60. 


Der Fehler hat also fiir p, den Betrag —0,14. 


Wendet man nur die Hialfte des Indikators an, was praktisch 
immer noch eine iiberfliissig reichliche Menge ist, so wire nach 
dem Indikatorzusatz : le 


M = 1,03- 107° 
N = 2,94-10-"* 
h = 3,03- 107° 
Pp, = 7,52 

p, ohne Indikator = 7,60 


Dieser Fehler ist viel kleiner. 


Zur experimentellen Bestatigung dieser Theorie wurde fol- 
gender Versuch gemacht. Wasserleitungswasser wurde mit 
p-Nitrophenol bei einer Temperatur von 19°C untersucht und 
zwar mit wechselndem Gehalt am Indikator. 


Definitiver Gehalt des 
Wassers am Indikator 
in Proz. in Normalitat F 
0,03 0,00216} 0,11 
0,03 0,11 
0,015 0,00158 0,128 
0,0075 0,00079 0,156 
0,0050 0,000527 0,170 
0,00375 0,000385 0,168 
0,00375 0,168 
0,00375 0,176 
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Wir sehen, da das scheinbare p, mit fallender Indikator- 
menge zu einem Grenzwert steigt, den wir etwa = 7,65 annehmen 
kénnen. Die Ausschlage sind zu klein, um eine streng quantitative 
Bestatigung der Theorie zu erméglichen; qualitativ wird die 
Theorie bestatigt. 

Kine andere Probe Wasser gab als Grenzwert pq = 7,60; die 
Sérensensche Methode ergab mit Phosphatpuffern und mit 
«-Naphtholphthalein ebenfalls 7,60, mit Bromthymolblau (Clark) 
(nur gerade noch meBbar) 7,56. Fiir diese Indikatoren braucht 
man den Saurefehler der Indikatoren nicht in Betracht zu ziehen, 
weil man von ihnen wegen ihres héheren Farbevermégens weniger 
braucht. Aber sie erfordern dafiir die Puffervergleichslésungen, 
weil sie zweifarbig sind. 

Eine entsprechende Untersuchung an Meer wasser') ergab 
folgendes : 


Definitiver Gehalt der 
Meerwassers an 
m-Nitrophenol 


in Proz. Pu 

0,012 7,49 

0,0060 7,57 

0,0040 1.73 Dasselbe Wasser nach der 

0.0020 7.80 Sérensenschen Methode 

0,0012 7.90 (Phosphate, Neutralrot; 

0,0010 791 Salzfehler = 0,10 ange- 
: nommen) ergibt 

0,0010 7,841 Konstant. ihrer 

0,00060 7,86 Mittel — 7.89 Pu ,90, 

0,00050 7,89 in also iibereinstimmend. 

0,00025 7,92 


Es empfiehlt sich daher, so schlecht gepufferten Lésungen_ 
wie Meerwasser vom pg = 7,9 nicht mehr als 0,001% m-Nitro- 
phenol zuzusetzen. Ist ein Wasser saurer, so ist es auch resi- 
stenter gegen den Indikator, und man kann mehr nehmen; ist 
es alkalischer, so nimmt man besser noch weniger. Das kommt 
darauf hinaus, daS man am besten immer etwa diejenige Indi- 
katormenge nimmt, welche dieselbe Farbtiefe erzeugt wie 0,001% 


1) Die Anregung, diese Eichungen auf Meerwasser auszudehnen, 
stammt von Herrn Prof. Johan Hjort, auf dessen Veranlassung wir 
eine Probe Nordseewasser aus 54° 4’ n., 0° 47,5’ 6. erhielten. 
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bei einem pg von 7,9. Diese Farbtiefe ist ungefihr gleich der- 
jenigen, welche 0,0003% m-Nitrophenol in verdiinnter NaOH 
erzeugt. Hieraus ergibt sich folgende Vorsehrift zur peeing 
von Fiu8- und Meerwasser: 

Man benutzt 25cm hohe Reagensgliaser von etwa 
15mm innerem Durchmesser und ebenem Boden, 
in denen 40 cem Wasser eine Héhe von 22—23 cm 
einnehmen. In ein solches Glas gibt man 40 ccm 
0,01 bis 0,02 n NaOH und 0,30 ccm einer Lésung von 
m-Nitrophenol 1:3000. Die Farbtiefe dieses Réhr- 
chens ist es, die man 40 ccm des zu untersuchenden 
Wassers ungefahr erteilen soll. Die Farbung ist nur 
schwach, aber gerade hierbei ist das Auge fiir feine Differenzen 
der Farbtiefe am empfindlichsten. Man beobachtet gegen eine 
weiBe Porzellanscheibe bei gutem Tageslicht. Je nach dem py 
des Meerwassers wird man von der Indikatorlésung (1 : 3000) meist 
zwischen 0,6 bis 2ccm auf 40ccm Meerwasser zur Erreichung 
dieser Farbtiefe brauchen. 

Alle diese Manipulationen sind in Wirklichkeit viel einfacher 
als es beim Lesen scheint. 


VI. Zur Theorie des Salzfehlers. 


Als Ursache fiir die Veranderung des Farbtones, welchen die 
Gegenwart eines Neutralsalzes bei gleichem py hervorruft, haben 
wir in der friiheren Arbeit 2 Momente herangezogen: 1. Die Bildung 
undissoziierter Salzmolekiile aus der Indikatorsiure und dem 
Kation des Neutralsalzes, 2. die Ionenaktivitatstheorie. Wir 
hatten es als wahrscheinlich hingestellt, daB beide Momente in 
Wirklichkeit in Betracht kommen kénnen, daB aber fiir gewéhnlich 
das zweite Moment tiberwiegt. Fiir Indikatoren von mehr kol- 
loidalem Charakter wie Kongorot kommen zweifellos auch noch 
Anderungen des Dispersititsgrades als Ursache fiir die Anderung 
der Farbe hinzu. Jedoch dirfen wir dieses Moment fiir die Nitro- 
phenole ausschlieBen. Aber einen Umstand haben wir bisher 
noch nicht beriicksichtigt, welcher, wie wir sehen werden, zwar 
fiir unsere Methode belanglos ist, aber fiir eine erschépfende 
Theorie doch erértert werden muB. 

Wenn man Lésungen von gleichem Gehalt an einem Indi- 
kator unserer Serie in verdiinnter NaOH, in welcher also nur die 


Biochemische Zeitschrift Band 119. 21 
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gefirbte Modifikation der Molekiile vorhanden ist, bei verschie- 
denen Temperaturen miteinander vergleicht, so ist die Farbtiefe 
etwas verschieden. Daraus folgt, daB die chromophore Eigen- 
schaft der gefairbten Indikatormodifikation keine absolut kon- 
stante ist, sondern von der Temperatur abhingt. Es ist ferner 
bekannt, daB die Farbtiefe und -nuance vieler Farbstoffe auch 
von der Natur des Lésungsmittels abhangt. Es lag daher die 
Vermutung nahe, daf ein Teil der Salzwirkung auch darauf 
beruhen kénne, daB die chromogene Eigenschaft des Farbstoff- 
chromophors durch Neutralsalze bzw. durch die durch sie her- 
vorgerufene Anderung der Eigenschaften des Lésungsmittels 
geaindert werden kénnte. Hieriiber gaben folgende Versuche 
AufschluB : 


Eine stets gleich bemessene Menge Indikator in "/;.-NaOH 
wurde mit verschiedenen Mengen von Neutralsalzen versetzt und 
die Farbtiefen verglichen. Bezeichnen wir die Farbtiefe ohne 
Salzzusatz mit 1, so zeigten sich folgende Farbtiefen: 


Je 0,5ccm 0,03 proz. m-Nitrophenollésung und 0,5ccm n-NaOH 
wurden auf 25ccm Gesamtvolumen aufgefiillt, teils mit, teils ohne KCI; 
die erste Zeile zeigt den definitiven Salzgehalt, die zweite den relativen 
Farbgrad an: 

KCl-Gehalt 3,2 1,6 0,8 0,4 On 
Farbtiefe 1,5 1,14 1 1 1 


Es ist also durch sehr hohe Salzkonzentration in der Tat 
eine Vertiefung der Farbe selbst in stark alkalischer Lésung 
eingetreten, von der man mit gréBerer Wahrscheinlichkeit an- 
nehmen kann, da8 sie durch eine Anderung der optischen 
Eigenschaft der chromophoren Gruppe der gleichen Molekiil- 
art hervorgerufen wird, als durch die Entstehung einer neuen 
Molekiilart (etwa des Na-Salzes) von anderen optischen 
Eigenschaften. Diese Anderung ist jedoch so gering, daB 
sie in einer 1,6n-KCl-Lésung nur soeben die Fehlergrenzen 
iiberschreitet, unterhalb dieser Konzentration tiberhaupt nicht 
bemerkbar ist und erst in 3n-Lésungen deutlich wird. Daraus 
folgt, daB diese Art des Salzfehlers zwar vorhanden ist, aber 
bei allen praktisch vorkommenden py-Messungen selbst bei so 
salzreichen Lésungen wie Meerwasser noch nicht in Betracht 


kommt. 
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VII. Anhang. Die Wirkung der Neutralsalze auf das p, von 
Pufferlésungen. 


Die Beschiftigung mit der Theorie des Salzfehlers der Indi- 
katoren gab uns Veranlassung, einer Frage nachzugehen, die eine 
enge Beziehung hierzu hat, nimlich: Wie wird das py eines Puffers 
durch einen Uberschu8 von Neutralsalzen verschiedener Art und 
Konzentration beeinfluBt? Die Versuche wurden an Acetat- und 
Phosphatpuffern ausgefiihrt. 


a) Versuche mit Acetat. 

Standardacetat (0,1 n-Essigsiure + 0,1 n-Na-Acetat) wurde 
5fach verdiinnt, teils mit reinem Wasser, teils mit Salzlésungen 
Der definitive Salzgehalt war in den Lésungen mit Salz iiberall 
0,5n. Bei den verschiedenen Salzen zeigte sich elektrometrisch 
gemessen bei 17° folgendes py: 





johne| RbCl |+/,K,80,/KCl KBr NH,Cl NaC 


, “NaCl +", Moll,, 
| Salz | «yg CaCl, 


| LiCl */, BaCl, */, CaCl, 
3 





=| 4,665 las] 4,578 4,5694,569 4,512 4,484 4,484 4,452 4,382 4,268 
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Abb. 1. Abszisse : Salzkonzentration in Normalitat, in logarithmischen Ma8stab abgetragen. 
Ordinate: pq. Jede Kurve gilt fiir die angeschriebene Salzart. Die fiir den Salzgehalt = 0 
zu extrapolierende gemeinschaftliche Asymptote ist gem&8 Tabelle VI die Horizontale 7,1. 


Alle Neutralsalze verkleinern also py. Parallelversuche mit 
verschiedenen K-Salzen zeigen, daB die Natur des Anions von 
keinem oder sehr geringem Belang ist. Dagegen wichst die 
Wirkung der Kationen bei den Alkalikationen mit steigendem 

21* 
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Hydratationsgrad, d. h. mit fallendem Atomgewicht; die Wirkung 
der 2wertigen Kationen ibertrifft die der Alkalikationen bei 
weitem. NH, steht zwischen K und Na. Die physiologisch so 
bertihmte Mischung von NaCl + 2 Mol-Prozenten CaCl, verhilt 
sich nicht anders als reines NaCl. 


Tabelle V. 


Abhingigkeit des p, von Phosphatgemischen von verschiedenen 
Konzentrationen verschiedener Salze. 








Tem- 
peratur 


°C 


Salagehalt Phosphat- 
gemisch *) 


normal 


| j 
0,02 ee 
0,052 16,0 
0,10 15,5 
0,104 | 16,0 
0,12 eal. 
0,125 17,5 
0,125 | 18,0 
0,20 17,5 
0,20 17,0 
0,20 16,5 
0,20 16,5 
0,25 17,0 
0,25 18,0 
0,26 a 15,5 
0,375 16,5 
15,5 
16,5 
17,0 
15,5 
16,0 
16,5 
15,5 
18,5 
18,0 
18,0 
17,5 
17,0 
15,5 
16,0 
15,5 
15,5 
18,0 
18,5 
0,313 18,0 
0,625 18,0 
0,195 16,5 
0,398 16,5 | 6,675 
0,70 16,5 | 6,630 














*) Sérensensche Bezeichnungsweise der Mischungszahl. 
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b) Versuche mit Phosphaten (s. Tabelle V und Diagramm). 


Die Versuche wurden fiir eine Reihe von Salzen auch bei 
wechselnder Salzkonzentration angestellt. Als Puffer wurde eine 
Mischung des Sérensenschen sekundiren und primaren ™/,,-Phos- 
phat in starker Verdiinnung benutzt. Die Verdiinnungsfliissigkeit 
enthielt die zugesetzten Salze. Das Mischu™;verniltnis von 
primirem und sekundirem Phosphat wurde etwas variiert. Die 
Berechnung wurde in folgender Weise ausgefiihrt: Es wurde an- 


pete Sea. 
sekundares Phosphat ’ 


genommen, daB h = k’ - wo & die fiir den 


betr. Salzgehalt ,,reduzierte‘‘ Dissoziationskonstante bedeutet. 
Aus dem bekannten Mischungsverhiltnis der Phosphate und dem 
elektrometrisch gemessenen p, wurde hiernach k bzw. p,’ be- 
rechnet und in das Diagramm S. 323 als Ordinate aufgetragen. Die 
Abszisse gibt die molare Salzkonzentration in logarithmischer 
Transformierung. Die Resultate sind qualitativ die gleichen wie 
beim Acetatpuffer, héchstens mit dem Unterschied, daB der dort 
nur minimale Unterschied zwischen KCl und K,SO, sich etwas 
deutlicher bemerkbar macht und iiberhaupt alle Ausschlaige gréBer 
sind. Das beruht zweifellos auf der Zweiwertigkeit der HPO,- 
Tonen. 

Friher hatte man die Wirkung dieser Salze dadurch erklart, 
daB die elektrolytische Dissoziation derjenigen Salze, welche aus 
ihren Kationen und dem Acetat- bzw. Phosphation gebildet 
werden, verschieden sei; z. B. daB von den Alkalisalzen Rb-Acetat 
am stirksten, Li-Acetat am schwichsten dissoziiert ist. Nach 
der Ionenaktivitatstheorie, insbesondere von Bjerrum (l. c.), 
ist -diese Deutung unzureichend geworden. Es ist  viel- 
mehr anzunehmen, da8 die Aktivitat der Acetat- bzw. Phosphat- 
ionen durch die einzelnen Ionenarten in spezifischer Weise ge- 
aindert wird. Jedoch wollen wir diese bei den Physikochemikern 
noch in Flu8 befindliche Frage hier nicht weiter theoretisch 
behandeln, sondern nur die Tatsachen mitteilen als ein Material, 
welches zur Ausarbeitung dieser Theorie von Nutzen sein kann. 
Das lebhafte Interesse, welches der Physiologe der Entwicklung 
dieser Theorie entgegenzubringen gezwungen ist, veranlaBte uns 
zu diesem kleinen experimentellen Beitrag bei dieser Gelegenheit. 
Zu demselben Thema gehért es, wenn wir in Tabelle VI darstellen, 
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wie sich das py des Sérensenschen Phosphatgemisches ,,5“ durch 
Verdiinnung mit CO,-freiem Wasser indert. 


Ebenso wie wir hier sehen, daB die aktive Masse der Acetat- 
oder Phosphationen durch verschiedene Salze verschieden ge- 
andert wird, ist auch zu erwarten, dai verschiedene Salze die 
Aktivitat der Indikatorionen in verschiedener Weise beeinflussen. 
Die GréBe des Salzfehlers eines Indikators sollte daher nicht auf 
eine gewisse ,,Salzkonzentration‘’ tiberhaupt bezogen werden, 
sondern miBte fiir jedes Salz einzeln bestimmt werden. Wir 
haben in der ersten Mitteilung schon gezeigt, daB der Salzfehler 
durch Ca-Salze viel gréBer ist als der durch Alkalisalze. Es ist 
aber auch zu erwarten, da die verschiedenen Alkalisalze etwas 
verschiedene Salzfehler geben. Praktisch wird das selten in 
Betracht kommen, weil in allen physiologischen Lésungen das 
NaCl so tiberwiegt, daB man den ohnehin schon kleinen Salz- 
fehler wie in einer reinen NaCl-Lésung ansetzen kann. 











Tabelle VI. 
Abhangigkeit des p, des Phosphatgemisches ,,5‘‘ von der 
Verdiinnung. 

on - ed A es 
diinnung ee Pu aittel 
. | 155 | 6,798 
S23 15,5 | 6,817 
c= | 160 | 6,820 | osu 
™ | 16,0 | 6,818 
Ye | 16,0 | 6,902 
i, | 145 | 6,905 \ 6,004 
1, | 15,6 | 6,980 
/, | 15,5 | 6,998 |} 6,990 
/, | 145 | 6,993 
‘a9 16,0 | 7,077 | 
*/e0 14,5 | 7,063 } 7,069 
M9 15,0 | 7,068 | 
*/9s 15,5 | 7,068 | 7,068 
/,, | 15,5 | 7,069 
os | 14,5 | 7,098 } 7,088 
Yn | 14,5 | 7,098 | 





Yoo | wahrscheinliche | 
| Extrapolation: | (7,10) 


*) Insgesamt 7/,, molar an Phosphorsidure; */s) molar an K*; */,, molar 
an Na’; zusammen */;, molar an Kationen tiberhaupt. 
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Zusammenfassung. 


Die Konstante, der Temperaturkoeffizient derselben und der 
Salzfehler des m-Nitrophenols wird bestimmt; ein neuer 
Indikator, y-Dinitrophenol, wird beschrieben. Die Frage, 
welche Verinderung des pq durch den Zusatz eines Indikators 
zu der zu messenden Lésung hervorgerufen wird, wird theoretisch 
und praktisch behandelt und danach Vorschriften zur colori- 
metrischen py-Bestimmung in sehr pufferarmen Lésungen wie 
FluB- und Meerwasser gegeben; ferner ein kurzer Beitrag zur 
Theorie des Salzfehlers und zur Ionenaktivititstheorie. 

Die fiir die Messung von FluB- und Meerwasser erforderlichen hohen 


Reagensgliiser, sowie ein geeignetes Gestell, welches die Colorimetrie 
wesentlich erleichtert, liefert E. Leitz, Berlin, Luisenstr. 45. 





Welche Zuckerart wird vom Siugling im Harne aus- 
geschieden, wenn die fiir ihn festgestellte Assimilations- 
grenze fiir Rohrzucker in der Nahrung iiberschritten wird? 


Eine Methode und ein Berechnungsmodus zur quantitativen 
Bestimmung mehrerer Zuckerarten nebeneinander im Harn. 


Von 
Hans Murschhauser. 


(Aus der akademischen Kinderklinik in Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 22. April 1921.) 


Bekanntlich ist selbst der gesunde tierische Organismus 
nicht befahigt, unbegrenzte Mengen von léslichen Kohlenhydraten 
zu verbrennen. Wird er durch iiberreichliche Zufuhr per os 
damit iiberschwemmt, so kommt es zur Ausscheidung von Zucker 
in den Harn, zur alimentiéren Glykosurie. 

Die GréBe, bis zu welcher die Aufnahme von Kohlenhydrat 
gesteigert werden muB, damit Ubertritt in den Harn erfolgt — 
die Assimilationsgrenze —, ist abhingig von der Art des Kohlen- 
hydrats, der Tierart, der Individualitat, dem Befinden des Indi- 
viduums und wie es scheint, auch von dem Fiillungszustand des 
Magens. 

Wir haben uns hier auf die Verhialtnisse zu beschranken, 
wie sie fiir den Menschen wihrend des 1. Lebensjahres und zwar 
bei Verabreichung von Rohrzucker Geltung haben. 

Bei den jiingst in der Kinderklinik in Diisseldorf ausgefiihrten 
Versuchen, die die Festsetzung der Assimilationsgrenze fiir die 
verschiedenen Kohlenhydrate beim Saugling bezweckten’), zeigte 
es sich, da8 nach Verabreichung gréBerer Mengen Rohrzucker 
in einmaliger Gabe der Harn reduzierend auf Fehlingsche Lésung 
wirkte. 


1) Uber das Ergebnis der ‘Toleranzversuche wird E. Aschenheim 
an anderer Stelle berichten. 
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Die Versuche waren so angestellt worden, daB die Sauglinge, 
die 5" nachmittags ihre Milch zu sich genommen hatten, um 9" 
abends eine bestimmte Menge ca. 20proz. Rohrzuckerlésung 
zu trinken bekamen. Die Fille, in denen ein teilweises Erbrechen 
der aufgenommenen Fliissigkeit erfolgte, wurden von der weiteren 
Verfolgung ausgeschaltet. Nach Verabreichtng der Zucker- 
lésung wurde der Harn in 4stiindigen Perioden, also von 9—1" 
nachts und von 1—5" morgens getrennt gesamme!t, und jede 
Portion fiir sich auf ihr Verhalten gegen Fehlingsche Lésung 
geprift. 

Uberstieg die Menge des in einer Gabe gereichten Rohr- 
zuckers 8—10 g pro kg Kérpergewicht, so zeigte der Harn redu- 
zierende Eigenschaften. 

Da im Rohrzucker die Aldehyd- bzw. die Carbonylgruppe 
seiner Komponenten nicht frei liegt, so tauchte die Frage auf, 
welche Zuckerart in diesem Falle die Reduktion bedingte und ob 
neben reduzierendem Zucker unveranderter Rohrzucker in den 
Harn iiberginge. 

Die Beantwortung dieser Frage sté®t beim Siéugling auf 
einige Schwierigkeiten. Die an sich geringe Menge Harn, die ein 
Saugling innerhalb 8 Stunden abgibt, erfihrt durch die auf 
reichlichen Zuckerkonsum erfolgende Retention von Wasser im 
Organismus eine weitere Verringerung; dazu kommt als erschwe- 
render Umstand, da der ausgeschiedene Zucker sich fast nur in 
den Harnanteilen der ersten 4 Stunden nach der Aufnahme der 
Nahrung findet und da8 seine Menge sehr gering ist. Denn wurden 
selbst Mengen von 12g Rohrzucker pro kg Saugling verfiittert, 
so fiel die qualitative Probe mit Fehlingscher Lésung oder Nylander- 
schem Reagens oft nur sehr schwach positiv aus. Es muBte deshalb 
zur einwandfreien Feststellung der Zuckerart, welche der Saug- 
ling beim Uberschreiten der Assimilationsgrenze fiir Rohrzucker 
im Harn ausscheidet, mit der zu verabreichenden Zuckermenge 
ziemlich hoch gegangen werden. 

Zu den Schwierigkeiten, die durch die besonderen Verhiltnisse 
beim Saugling bedingt werden, traten analytische. Sie waren 
in friiheren Versuchen an Erwachsenen und Hunden entweder 
deshalb nicht zu iiberwinden, weil man sich gréBtenteils damit 
begniigte, die Frage qualitativ zu lésen, ein Unternehmen, das, 
wie ich gleich zeigen werde, unméglich zum Ziele fiihrt, oder weil 
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der negative Ausfall der qualitativen Reduktionsproben ihre 
Beseitigung eriibrigte. Ich halte deshalb die ausfiihrliche Be- 
schreibung des Weges, den ich bei der Analyse eingehalten habe, 
im Interesse einer spiiteren Nachpriifung oder Erforschung dieses 
Gebietes fiir erforderlich, schon aus dem Grunde, weil die quan- 
titative Bestimmung mehrerer Zuckerarten nebeneinander auBerst 
ungeniigend durchgearbeitet und deshalb unbefriedigend be- 
schrieben ist. 

Ich beschrankte mich zuniachst darauf, den oder die betreffen- 
den Zucker qualitativ zu ermitteln. Es ergab sich, von Abwei- 
chungen bei einzelnen Sauglingen, deren Toleranzgrenze vermut- 
lich héher lag, abgesehen, im allgemeinen folgender qualitativer 
Befund: 


1. die Harne reduzierten Fehlingsche Lésung und Nylanders 
Reagens ; 

2. sie lieferten ohne vorhergehende Hydrolyse mit Phenyl- 
hydrazin reichliche Mengen eines in gelben, biischelig geordneten 
Nadeln krystallisierenden Osazons; dieses Osazon war in Wasser 
von 60° unléslich, gab auch keine léslichen Anteile an dasselbe ab; 

3. die Bialsche Probe in der Modifikation von E. Kraft fiel 
negativ aus. 

4. Mit den beiden letztgenannten Reaktionen war die Abwesen- 
heit von Pentosen sichergestellt. Sie fand indes eine weitere Be- 
statigung durch den negativen Ausfall der Probe nach Jolles'), 
durch den gleichzeitig der Beweis fiir die Abwesenheit von Glyku- 
ronsdiuren erbracht war. 

5. Auch die Tatsache, daB die vergorenen Harne mit Pheny]l- 
hydrazin kein Osazon lieferten, spricht fiir das Fehlen von .’en- 
tosen. 

6. Die frischen Harne reagierten lebiaft auf Hefezusatz. 


Nach den bis jetzt gewczrnenen Ergebnissen, vor allem aus 
dem vorliegenden Reduktionsvermégen und der Osazonbildung 
ohne vorausgegangene Hydrolyse war bei Abwesenheit von Pen- 
tosen der SchluB zu ziehen, daB entweder Dextrose oder Livulose 
oder aber ein Gemisch von beiden vorlag. Der Beweis fiir die 
Gegenwart von Livulose wurde erbracht durch eine positive 
Seliwanoffsche Reaktion. Ob die Lavulose aber frei oder als 


1) Diese Zeitschr. 2, 244. 1906. 
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Rohrzucker vorlag, war damit nicht entschieden. Im letzteren 
Falle miiBte gleichzeitig freie Dextrose vorhanden sein. 

Nun zeigten die Harne im polarisierten Lichte meist keine 
oder nur sehr geringe Drehung nach links. Die optische Inaktivitat 
oder eine schwache Linksdrehung kénnte gedeutet werden durch 
das gleichzeitige Vorhandensein von Dextrose und Liivulose in 
bestimmten Mengenverhiltnissen; sie kénnte auch bedingt sein 


durch die Anwesenheit von Livulose und Rohrzucker, ja selbst 
bei gleichzeitiger Gegenwart beider Monosaccharide neben dem 
Disaccharid wire optische Inaktivitit oder schwache Links- 
drehung méglich. 

Wie man sieht, fiihrt die qualitative Analyse zu keinem 
definitiven -Ergebnis; deshalb sind alle bisherigen Befunde, die 
sich lediglich auf qualitative Proben aufbauen, unsicher. Eine 
Entscheidung war nur von der quantitativen Analyse 
zu erwarten. 

Sie erfolgte durch die gleichzeitige Bestimmung des Drehungs- 
und Reduktionsvermégens des Harnes vor und nach der Inversion 
mit Salzsaure. 


Analyse von Harnprobe I. 


Zur Untersuchung gelangte der Harn von 2 Saéuglingen, der wihrend 
der ersten 4 Stunden nach Aufnahme der Rohrzuckerlésung ausgeschieden 
worden war. Das Volumen des Gemisches betrug ca. 130,0 ccm. 

Bei Orientierungsversuchen zur Ermittlung des Reduktionsvermiégens 
hatte es sich gezeigt, daB das gebildete Kupferoxydul, vermutlich durch die 
Kolloide des Harnes, in Lésung gehalten wurde und deshalb nicht ab- 
zufiltrieren war. Zur Beseitigung dieses Hindernisses wurden die Harne 
nach dem Verfahren von C. Patéin und F. Dufau!) mit Quecksilbernitrat 
geklart und waren so gleichzeitig fiir die Polarisation vollstandig klar und 
farblos gemacht. 

Reduktionsver mégen des Harnes vor der Inversion: 50,0 ccm 
Harn wurden nach dem genannten Verfahren geklart, auf 100,0 cem erganzt 
und dann filtriert. 

75,0 com des verdiinnten Harnes ergaben: 

0,3155 g Cu,O (nach Pfliiger) 

= 0,1348 g als Dextrose bzw. 

0,1406 g als Invertzucker gerechneten, direkt reduzierenden Zucker. 

100,0 ccm des (1 + 1) verdiinnten Harnes enthielten demnach 0,1876 g 
direkt reduzierenden Zucker (als Invertzucker gerechnet). 


1) Journ. d. chim. et pharm. 10, 433. 
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Reduktionsvermigen des Harnes nach der Inversion mit 
Salzsiure: 
50,0cem Harn wurden mit Salzsiure invertiert, dann neutralisiert, 
mit Mercurinitrat gefillt usw. und schlieBlich auf 100,0ccm aufgefiillt. 
75,0 ccm des verdiinnten Harnes ergaben: 
0,4903 g Cu,O (nach Pfliger) 
= 0,2260 g als Dextrose 
bzw. 0,2410 g als Invertzucker gerechneten Zucker. 
100,0 ccm invertierten, (1 + 1) verdiinnten Harns enthielten somit 
0,3213 g reduzierenden Zucker, als Invertzucker gerechnet. 
100,0 cem des Originalharns enthielten: 
Nach Inversion = 0,6426 g reduz. Zucker, 
vor be == 0,3752,, ,, oe 


Durch Inversion hinzugekommen = 0,2674 g Invertzucker (= 0,1337 g 
Dextrose + 0,1337 g Lavulose) aus dem im Harn enthaltenen Rohrzucker. 
Vor der Inversion zeigte der Harn (1 + 1 verdiinnt) im 189,4 mm-Rohre 
eine Drehung von « = +0,00°, nach der Inversion war a = —0,20°. 

Unter der Voraussetzung, daf der dem gefundenen Reduktions- 
vermégen vor der Inversion entsprechende Zucker nur Dextrose wire und 
kein Rohrzucker vorlige, haitten wir eine Drehung fiir den nichtinver- 
tierten, verdiinnten Harn von « = +0,188° zu erwarten; ware dagegen 
nur Livulose zugegen, so miiBte die Drehung « = —0,330° betragen; 
die Summe der Drehungswinkel, die wir aus den dem gefundenen Cu,O 
entsprechenden Mengen von Dextrose und Lavulose errechnen, hat somit 
einen Wert von 0,518°. 

Fiir den Fall der Abwesenheit von Rohrzucker kénnte nun das prozen- 
tuale Verhaltnis der beiden Glykosen zueinander aus dem gefundenen 
Drehungswinkel nach der von mir angegebenen Formel!) abgeleitet werden. 

Wir haben aber nachgewiesen, daB der Harn (1 + 1 verdiinnt) eine 
0,1337 g Invertzucker entsprechende Menge, also 0,1270% Rohrzucker 
als solchen enthalt. Diese Menge gibt dem verdiinnten Harn an sich eine 
Drehung von « = +0,161°. Durch die gleichzeitige Anwesenheit von Rohr- 
zucker erfahren die oben genannten Drehungswerte fiir Dextrose und 
Lavulose eine Verschiebung um den bezeichneten, von dem Rohrzucker 
stammenden Betrag nach der Plusseite hin. 

Lage demnach neben Rohrzucker reine Dextrose vor, so miiBte der 
Harn einen Drehungswinkel von « = [+ 0,188° -+ (+ 0,161°)] = +0,349° 
aufweisen; lige neben Rohrzucker reine Lavulose vor, so wiirde der Drehungs- 
winkel « = (—0,330° + [+ 0,161°}) = —0,169° betragen. In Wirklichkeit 
zeigte der Harn eine Drehung von +0,00°. Es muB also neben Rohrzucker 
ein Gemenge von Dextrose und Lavulose vorliegen. Wir erfahren jetzt 
dag prozentuale Verhiltnis der beiden Zucker zueinander auf dem von mir 
eingeschlagenen Wege*) nach: 

(a+6):100=a@:2, 

1) Diese Zeitschr. 118, 120. 1921. 

2) Diese Zeitechr. 118, 126. 1921. 
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wobei a der Differenz zwischen der fiir das Gemisch von Rohrzucker und 
Lavulose errechneten Drehung und dem in facto abgelesenen Drehungs- 
winkel entspricht, 6 der Differenz zwischen letzterem und der fiir das 
Gemisch von Rohrzucker und reiner Dextrose errechneten Drehung. Im 
vorliegenden Falle ergibt sich: Dextrose : Livulose = 32,6 : 67,4% und 
daraus berechnen wir einen Gehalt des (1 + 1) verdiinnten Harnes an 
Dextrose von 0,0612%, an Livulose von 0,1264%. 

Zur Kontrolle der Richtigkeit des Verfabrens schlieBen wir 
umgekehrt aus den ermittelten Zuckerwerten auf die Drehung, die der 
(1 + 1) verdiinnte Harn vor der Inversion aufweisen muB: 

0,0612 g Dextrose entsprechen einer Dre- 
= +0,0612° (189,4 mm- Rohr) 
0,1264 g Lavulose entsprechen einer Dre- 
— 0,2255° (189,4 mm-Rohr) 
— 0,1643°; 





die Drehung des durch Analyse ermittel- ; 
ten Rohrzuckers betragt + 0,1610° 
Der nach Analyse berechnete Drehungs- 
winkel = — 0,003°; 
die beobachtete Drehung. ..... . ¢ x = +0,00°. 
Der von den beiden Sauglingen innerhalb 4 Stunden nach der Rohr- 
zuckeraufnahme abgegebene Harn enthielt demnach: 
relativ absolut 
Rohrzucker. . 0,254% 0,336 g 
Dextrose. . . 0,122% 0,159 g 
Lavulose. . . 0,253% 0,320 g 
0,629% 0,815 g 
Da weder das Mengenverhialtnis der Harne noch die aufgenommenen 
Zuckermengen genau bekannt sind, kann nicht entschieden werden, wieviel 
von dem einen und wieviel von dem ‘anderen Séugling geliefert wurde, 
noch in welchem Verhiltnis die aufgenommenen und ausgeschiedenen 
Zuckermengen zueinander stehen. 








Harnprobe II. 


Zur Bestitigung der bei der ersten Untersuchung gefundenen Zahlen 
wurde eine 2. Harnprobe aut ihre Zusamrmensetzung untersucht. Das mir 
zur Analyse iibergebene Harnvolumen von 2 Sauglingen betrug in diesem 
Falle nur 75,0 ccm. Es war wieder in einer Frist von 4 Stunden nach der 
Zuckerverabreichung entleert worden. 

Zur Analyse wurden diese 75,0 ccm auf 100,0 ccm mit destilliertem 
Wasser aufgefiillt. 


Reduktionsvermégen des Harns vor der Inversion: 25,0 cem 
Harn wurden nach Patéin und Dufau gefallt, auf 50,0 com ergiinzt und 
dann filtriert. 30,0 com des Filtrats ergaben: 0,0951 Cu,O (nach Pfliiger) 

= 0,0370 g Dextrose = 0,0378 g 
Invertzucker. 








i 
ai} 

i Bd) 
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100,0 com des (1 + 1) verdiinnten Harns enthielten also 0,1260 g als 
Invertzucker gerechneten, direkt reduzierenden Zucker. 


Reduktionsvermégen des Harnes nach der Inversion: 
25,0 com Harn wu. .n mit Salzsiure invertiert, dann wurde neutralisiert, 
nach Patéin und Dufau weiter behandelt, schlieBlich auf 50,0 ccm auf- 
gefillt und filtriert. 


30,0 com des Filtrats ergaben: 0,1484 g Cu,O (nach Pfliiger) 
= 0,0602 g Dextrose 
= 0,0621 g Invertzucker. 


100,0 ccm (1 + 1) verdiinnten Harns enthalten somit nach Inversion 
= 0,2070 g als Invertzucker gerechneten reduzierenden Zucker. 


Der Gehalt von 100,0 ccm des (75,0 H. + 25,0 Wasser) verdiinnten 
Harns an reduzierendem Zucker betrug demnach 


nach der Inversion = 0,4140% 

ee me = 0,2520%; 
der Harn enthielt somit eine 0,1620% Invertzucker (= 0,081 g Dex- 
trose + 0,081 g Lavulose) entsprechende Menge Rohrzucker. 


Der in der oben angegebenen Weise 2 mal verdiinnte Harn zeigte vor 
der Inversion eine Drehung im 189,4 mm-Rohre von « = —0,100°, 
nach der Inversion « = —0,225°. 


Angenommen, der direkt reduzierende Zucker ware nur Lavulose, 
ferner angenommen, das Reduktionsvermégen der Livulose sei dasselhe 
wie das des Invertzuckers'!) und Rohrzucker wire iiberhaupt nicht zu- 
gegen, so miiBte der Harn im 189,4 mm-Rohre einen Drehungswinkel von 
a = —0,219° aufweisen. Nehmen wir anererseits an, Cer aus dem Kupfer- 
oxydul berechnete Zucker sei reine Dextrose, und Robrzucker sei nicht 
zugegen, so miiBte der verdiinnte Harn eine Rec!tsdrehung von a = + 0,126° 
zeigen. Die Summe beider Drehungswinkel .st diesmal 0,345°. 

Durch die gleichzeitige Gegenwart von 0,077 g Rohrzucker verschieben 
sich die eben angegebenen Drehungswerte um + 0,098°, so daB beim Vor- 
liegen reiner Lavulose neben Rohrzucker eine Drehung von « — 0,121°, 
beim Vorliegen reiner Dextrose neben dem Disaccharid eine solche von 
« = +0,224° resultieren wiirde. 

Da der verdiinnte Harn einen Drehungswinkel von « = —0,10° 
aufweist, so miissen neben Livulose noch geringe Mengen von Dextrose 
vorhanden sein. Wir berechnen nach der oben aufgestellten Formel das 
prozentuale Verhiltnis von Lavulose : Dextrose = 94:6. Die Menge der 
in dem verdiinnten Harn enthaltenen Zucker betrigt also: 


Lavulose = 0,118%, Dextrose = 0,008%, Rohrzucker = 0,077%. 





1) Das Reduktionsvermégen der Lavulose ist tatsichlich etwas schwi- 
cher als das des Invertzuckers; der Unterschied betrigt im vorliegenden 
Falle ca. 2,8% des Gesamtreduktionswertes. 
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Kontrolle durch Umrechnung der analytisch ermittelten Zucker- 
werte auf ihre Drehung und Vergleich dieser mit der beobachteten. 


Vor der Inversion: 
0,118% Lavulose geben einen Drehungs- 








EE WEE oo eS aa SS a = —0,205° (189,4 mm-Rohr) 
0,008% Dextrose geben einen Drehungs- 

NN go ge a At a = +0,008° a 

— 0,197° es 

0,077% Rohrzucker geben einen Dre- 

RNR WO a eee a = +0,098° os 
Der durch die vollstandige Analyse sich 

ergebende Winkel betragt also ... « = —0,099°, 
Eee eee ae aoe ee a = —0,100°. 


Nach der Inversion: 


Lavulose als solche im verdiinn- 








BE see ee ae = 0,118%, « = —0,205° (189,4 mm-Rohr) 
Lavulose durch Inversicu. = 0,040% = « = —0,068° a 
— 0,273° re 
Dextrose als solche im verd. 
ES, aa eae = 0,008% = « = +0,008° - 
Dextrose aus Rohrzucker = 0,040% = « = +0,040° - 
+0,048° ‘ 
Der durch vollstiindige Analyse berechnete 
Winkel betrigt somit........ a = —0,225°, 
der beobachtete Winkel. ....... « = —0,225°. 


Aus den fiir den (1 + 1) verdiinnten Harn gefundenen Werten er- 
rechnen wir: 
Fir den (75,0 + 25,0) verdiinnten Harn fiir den Originalharn 


% Rohrzucker 0,154 0,205% 
% Lavulose 0,236 0,315% 
% Dextrose 0,016 . 0,021% 


Die in unseren Versuchen verwendeten Siuglinge schieden 
also, wenn ihnen Rohrzucker in einer Menge gereicht wurde, 
die weit jenseits der fiir sie festgelegten Assimilations- 
grenze lag, ein Gemenge von Rohrzucker, Lavulose und Dex- 
trose aus. 

Das gleichzeitige Auftreten der 3 Kohlenhydrate im Harn 
hat indes verschiedene Ursachen. Die Ausscheidung des Di- 
saccharids kommt dadurch zustande, da8 das rohrzuckerspaltende 
Ferment im Darme seine Schuldigkeit nicht vollstandig erfiillt 
hat; der unverindert in das Blut iibergehende Rohrzucker wird, 
da er weder in der Leber noch in irgendeinem anderen Organ 
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gespalten wird, im Harn als solcher wieder erscheinen, genau so, 
wie das nach intravenéser oder subcutaner Injektion von Rohr- 
zuckerlésungen der Fall ist. Die Ausscheidung von Dextrose 
und Lavulose mu8 damit erklirt werden, da8 die Fihigkeit der 
Leber, Glykosen zu Glykogen zu polymerisieren und als solches 
zu fixieren, begrenzt ist. 

Ob nach groBen Rohrzuckerdosen regel ma Big alle 3 Kohlen- 
hydrate ausgeschieden werden, ob ferner irgendwelche Beziehungen 
in dem Mengenverhiltnis der Kohlenhydrate zueinander bestehen, 
laBt sich aus den wenigen Versuchen nicht mit Sicherheit sagen; 
es hat jedoch den Anschein, als ob regelmaBig die Menge der 
ausgeschiedenen Livulose die der Dextrose iiberwiegen wiirde, 
die Dextrose sogar gelegentlich giinzlich fehlen kénnte. Diese 
Tatsache beansprucht ein gewisses Interesse. Bei der Spaltung 
des Rohrzuckers im Darm wird aus jedem Molekiil je ein Molekiil 
Dextrose und ein Molekiil Livulose gebildet. Es wire also zu 
erwarten, daB, wenn tiberhaupt reduzierender Zucker ausyeschie- 
den wird, dieser aus gleichen Teilen Dextrose und Lavulose 
bestehen miiBte. 

Das verinderte Verhaltnis im Harn kann nun so gedeutet 
werden, daB die Assimilationsgrenze fiir Lavulose unter den vor- 
liegenden Umstinden niedriger liegt als die fiir Dextrose. Ich 
nehme an, daB der im Verhiltnis zur Dextrose vermehrten Aus- 
scheidung von Livulose ein komplizierterer ProzeB zugrunde 
liegt. Durch die einseitige unverhiltnismaBig starke Belastung 
des Organismus mit dem sehr leicht verbrennlichen Kohlenhydrat 
kommt es zu einer Anhiufung von Alkalicarbonat im Blute. 
Die partielle Umwandlung der Dextrose in Lavulose durch Car- 
bonate in vitro ist eine bekannte Reaktion. Zu ihrer Auslésung 
bedarf es allerdings einer Hydroxylionenkonzentration, wie wir 
sie im Blute nach dem Stande unseres Wissens kaum erwarten 
kénnen. Es mu8 also angenommen werden, daB sich im Blute 
diese Umwandlung schon bei einer geringen Erhéhung der Alkales- 
cenz evtl. unter Mitwirkung anderer Katalysatoren vollzieht. 

Es besteht eine weitere Méglichkeit, das Vorherrschen von 
Lavulose zu erkliren. Die nach Verabreichung gréBerer Zucker- 
mengen ausgeschiedenen Harne waren fast regelmaBig trib und 
die aus dem Aussehen gezogene SchluBfolgerung, daB die Harne 
alkalisch reagieren wiirden, bewahrheitet sich in den meisten 
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Fallen. Es muB deshalb damit gerechnet werden, daB die par- 
tielle Umwandlung von Dextrose in Livulose im Harn sich voll- 
zogen hat. Uber den Ort der Umwandlung lassen sich vorliufig 
nur Vermutungen hegen. 


Soweit ich die Literatur iibersehe, ist das gleichzeitige Auf- 
treten der 3 Kohlenhydrate im Harn nach reichlicher Rohrzucker- 
fiittervng beim Saéugling noch nicht festgestellt worden. 

Auch iiber das Verhalten des erwachsenen Organismus 
gegeniiber groBen Rohrzuckerdosen ist nicht vieles bekannt. 


Einer der ersten, der tiber Versuche am Menschen berichtete, war 
Worm Miiller'). Er stellte beim Erwachsenen fest, da8 nach Einnahme 
von 250g Rohrzucker 1,81 g, nach 150g Rohrzucker 0,85 g und nach 
Kinnahme von 50 g ca. 0,10 g Rohrzucker im Harne erschienen. Neben 
der Tatsache, daB Worm Miiller nur Rohrzucker, aber keine Inversions- 
produkte desselben im entleerten Harn vorfand, fallt die ganz unverhiltnis- 
maBig geringe Steigerung der ausgeschiedenen zur eingenommenen Zucker- 
menge auf. Hofmeister) ermittelte in Fiitterungsversuchen am Hunde 
neben anderen die Assimilationsgrenze fiir Rohrzucker und bemerkte dabei 
das Auftreten reduzierender Substanzen im Harn. Uber die Natur dieser 
Stoffe macht er, da zu kleine Reduktions- und Drehungswerte vorlagen, 
keine Angaben. Er bemerkt jedoch, daB Inversion der Harnproben mit 
Saéure an Reduktion und Drehung nichts andere, daB8 somit unverinderter 
Rohrzucker in nachweisbarer Menge nicht ausgeschieden worden sei. 

In einem Falle beobachtete er eine Linksdrehung des Harns und leitete 
daraus die Vermutung ab, daB Lavulose oder Dextrose und Lavulose 
zugegen waren. Diese letztere Beobachtung deckt sich mit den Feststel- 
lungen Claude Bernards’), nach denen beim Hunde iiberschiissig ver- 
fiittertez Rohrzucker zum Teil invertiert in den Harn iiberging und der 
entleerte Harn regelmaBig links drehte. 

Aus einem Vergleich seiner Ergebnisse am Hunde mit denen Worm 
Miillers am Menschen leitete Hofmeister die Vermutung ab, daB es 
sich hier um einen spezifischen Unterschied zwischen Mensch und Tier 
handle. Allerdings hatte auch er in einzelnen Versuchen, bei denen Hunde 
weit iiber die Assimilationsgrenze hinausgehende Mengen Rohrzucker 
erhalten hatten, unverinderten Rohrzucker, in einem Falle sogar 
bei Abwesenheit seiner Spaltungsprodukte nachweisen kénnen. Zahlen- 
maBige Angaben hieriiber hat er nicht gemacht, wie er denn iiberhaupt 
seine Schliisse aus dem qualitativen Verhalten der Harne gegen Fehlingsche 
Lésung und aus dem Drehungsvermégen der Harne zog. Nur zu einem 
Falle macht er die ausdriickliche Bemerkung, da8 Reduktion und optische 


1) Arch. f. d. ges: Physiol. 34, 586. 
2) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 25, 252. 1889. 
%) Legons sur le diabéte, Paris 1877, 8. 270, 320. 


Biochemische Zeitschrift Band 119. 
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Wirksamkeit genau verglichen wurden und in diesem Falle kommt er zu 
der Annahme, daB annihernd gleiche Mengen Dextrose und Lavulose 
vorhanden sein miiBten. 

Die oben mitgeteilten Zahlen fiir die im Harn von Séuglingen 
ausgeschiedenen Zuckermengen wurden auf Verabreichung von 
Rohrzuckermengen gewonnenen, die die Assimilationsgrenze zum 
Teil weit tiberschritten. Im Héchstfalle wurden 18—21 g Zucker 
pro kg Korpergewicht gegeben. Man denke sich diese Menge auf 
den Erwachsenen iibertragen! Sie betriige fiir einen 60—70 kg 
schweren Mann 1260—1470g. Ich glaube nicht, daB ein Er- 
wachsener imstande wire, solche Quantititen auf einmal und ohne 
Schaden in sich aufzunehmen. 

Ahnliches hat sich ja auch aus Fiitterungsversuchen mit 
Dextrose ergeben, fiir welche die Assimilationsgrenze beim Saug- 
ling zum Teil tiberhaupt nicht zu ermitteln war, da die zu ver- 
abreichenden Zuckermengen schlieBlich nicht mehr aufgenommen 
werden konnten!). 

Neben diesen quantitativen Unterschieden in der Assimila- 
tionskraft von léslichen Kohlenhydraten nimmt der Saugling 
eine qualitative Besonderheit fiir sich in Anspruch, die darin 
besteht, daB seine Toleranz fiir Rohrzucker ungefihr ebenso 
groB oder selbst geringer ist als fiir Dextrose. Der Erwachsene 
reagiert schon auf iiber 100g Dextrose, aber erst auf die 3fache 
Menge Rohrzucker?) mit Glykosurie, beim Siugling liegt die 
Assimilationsgrenze fiir Rohrzucker bei 8—10g pro kg Korper- 
gewicht, fiir Dextrose zum Teil wesentlich héher. 


1) W. Kahn, Jahrb. f. Kinderheilk. 94 (3), 15. 
2) Zuntz und Loewy, Physiologie des Menschen 1913, 8. 538. 
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